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Kapitel 1
Einleitung
Leben, wie wir es kennen, ist ohne die Funktion von Membranen nicht vorstellbar. Sie
verleihen biologischen Systemen ihre Individualita¨t und grenzen sie von der Umge-
bung ab. Alle Lebensformen bedienen sich hierzu der Zellwa¨nde und Zellmembranen,
welche einen ungerichteten Stoffaustausch zwischen Zelle und Umgebung verhindern.
In eukaryotischen Zellen bilden zusa¨tzlich interne Membranen Kompartimente aus,
die sog. Organellen, wie beispielsweise den Zellkern, das Endoplasmatische Retiku-
lum, den Golgi-Apparat, die Mitochondrien, die Peroxisomen, die Lysosomen und
die Chloroplasten. Innerhalb dieser definierten Kompartimente ko¨nnen durch unter-
schiedliche chemische Milieus unterschiedliche biochemische Reaktionen ablaufen.
Gleichzeitig erfordern die Kompartimente im Zellinnern spezifische und regulierte
Transportprozesse in und u¨ber die Membranen, die sie vom Cytoplasma abtrennen
[100].
Aktuelle Untersuchungen zur Lokalisation des zellula¨ren Proteoms zeigen, dass
nur etwa die Ha¨lfte der im Cytosol synthetisierten Proteine auch dort ihren endgu¨lti-
gen Wirkungsort findet. Proteine, die ihre Funktion in den Organellen, in der Zell-
membran oder als sezernierte Proteine erfu¨llen, weisen spezifische Lokalisierungssig-
nale auf und erreichen ihre Bestimmungsorte mithilfe entsprechender Erkennungs-
und Translokationssysteme. Chaperone halten diese Proteine in einem transloka-
tionskompetenten Zustand und sorgen am Zielort fu¨r eine korrekte Faltung und
Assemblierung.
Die Mitochondrien der Eukaryoten sind sowohl fu¨r den zellula¨ren Energiehaus-
halt aus der oxidativen Phosphorylierung als auch fu¨r den Aminosa¨uremetabolismus,
den zellula¨ren Eisenstoffwechsel und fu¨r Teile des Lipidstoffwechsels verantwortlich
[63, 101]. Des Weiteren u¨bernehmen Mitochondrien eine zentrale Rolle im Kalzium-
haushalt der Zelle sowie beim kontrollierten Zelltod, der Apoptose [94]. Mitochondri-
en sind von zwei Membranen umschlossen, wobei die stark gefaltete Innenmembran
die Matrix umschließt und die Außenmembran den Intermembranraum vom Cyto-
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sol abgrenzt [30]. In der Zelle bilden Mitochondrien ein verzweigtes Netzwerk aus,
welches durch kontinuierliche Fusions- und Teilungsvorga¨nge aufrechterhalten wird
[17, 105]. Die Teilung der Mitochondrien ist zwingend notwendig fu¨r die Vererbung
der Mitochondrien an die Tochterzellen, da die Zelle Mitochondrien nicht de novo
schaffen kann.
Phylogenetisch entwickelten sich die Mitochondrien aus freilebenden α-Proteo-
bakterien (Endosymbiontentheorie [22, 68]). Im Laufe der Evolution haben die wahr-
scheinlich zuna¨chst endosymbiontisch lebenden Bakterien ihr Genom fast vollsta¨ndig
in den Nukleus transferiert (5 – 15% des zellula¨ren Genoms [2, 12]), wobei der Gen-
transfer prima¨r wohl durch die besseren Regulationsmo¨glichkeiten im Nukleus ge-
trieben wurde [12, 40]. Nur wenige, zumeist sehr hydrophobe Proteine, sind auf dem
Genom von Mitochondrien heutiger Organismen kodiert. Beim Menschen sind dies
13 Proteine, bei der Ba¨ckerhefe gar nur 8 [9]. Mitochondrien selbst sind somit aus
einem Mosaik aus kernkodierten und mitochondrial kodierten Proteinen aufgebaut.
Der Gentransfer von mitochondrial kodierten zu kernkodierten Proteinen er-
forderte die Entwicklung eines Proteinimport und -sortierungssystems fu¨r die nun
im Cytosol synthetisierten mitochondrialen Proteine. Im Laufe der Evolution ent-
stand ein aufwendiger Proteinsortierungsapparat bestehend aus mehreren Prote-
inkomplexen, den Translokasen. Der mitochondriale Proteinimport wird hauptsa¨ch-
lich an Pilzen (Saccharomyces cerevisiae, Neurospora crassa) als Modellorganismen
untersucht. Etablierte genetische Methoden erlauben deren einfache Manipulation,
und aufgrund der guten Kultivierbarkeit steht ausreichend Zellmaterial fu¨r biochemi-
sche Untersuchungen zur Verfu¨gung. Die Entwicklung eines in vitro-Import-Systems
isolierter Mitochondrien mit in vitro gewonnenen Vorla¨uferproteinen ermo¨glicht die
Untersuchung der Mechanismen des Proteintransports [32, 96]. Da die einzelnen
Komponenten der Translokasen zwischen Pilzen, Pflanzen und Tieren meist kon-
serviert sind, sind die an diesen Modellorganismen gewonnenen Erkenntnisse in der
Regel direkt auf ho¨here Organismen u¨bertragbar.
1.1 Proteinimport in Mitochondrien
Die Mehrheit der kernkodierten mitochondrialen Proteine tragen N-terminale Trans-
port-Signale, die sog. Pra¨sequenzen [15, 92, 106]. Diese sind notwendig und hinrei-
chend fu¨r den mitochondrialen Import der Proteine und werden nach erfolgtem Im-
port von Proteasen der Matrix proteolytisch entfernt. Pra¨sequenzen sind normaler-
weise zwischen 20–60 Aminosa¨urereste lang und weisen gemeinsame Sekunda¨rstruk-
tureigenschaften auf: Sie bilden amphipathische α-Helices mit jeweils einer hydro-
phoben und einer positiv geladenen Seite [116]. Unprozessierte mitochondriale Pro-
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teine werden als Vorstufenproteine oder Pra¨proteine bezeichnet.
1.1.1 Der TOM-Komplex
Der TOM-Komplex (Translocase of the Outer Membrane) ist zusta¨ndig fu¨r die In-
sertion von Proteinen in die Außenmembran, den Import von Proteinen in den
Intermembranraum und fu¨r die Weiterleitung von Proteinen an die Translokasen
der Innenmembran [44, 58, 87]. Der hochmolekulare TOM-Komplex (∼ 440 kDa)
besteht aus drei Rezeptoren unterschiedlicher Spezifita¨t (Tom20, Tom22, Tom70)
[11, 24, 86], dem eigentlichen porenbildenden Kanal, welcher von mehreren Tom40-
Untereinheiten gebildet wird, sowie kleinen Untereinheiten (Tom5, Tom6, Tom7)
(siehe Abbildung 1.1) [1].
Der TOM-Komplex erfu¨llt eine zentrale Funktion bei der Erkennung und dem
Import von mitochondrialen Vorstufenproteinen. Die Erkennung der im Cytosol syn-
thetisierten mitochondrialen Proteine wird durch die Rezeptoren des TOM-Kom-
plexes vermittelt. Sa¨mtliche mitochondrialen Vorstufenproteine werden durch diese
Translokase - zumindest teilweise - importiert. Des Weiteren wird u¨ber den TOM-
Komplex ein Teil der Membranproteine der mitochondrialen Außenmembran inse-
riert. Das integrale β-Barrel-Membranprotein Tom40 ist in S. cerevisiae die einzige
essentielle Komponente des TOM-Komplexes (siehe Kapitel 1.1.2).
Der TOM-Komplex ist hinreichend, um Pra¨sequenzen von der Rezeptorseite (cis-
Seite) auf die dem Intermembranraum zugewandte Seite (trans-Seite) zu transfe-
rieren. Nach der so genannten acid chain-Hypothese binden die positiv geladenen
Pra¨sequenzen negativ geladene Rezeptorkomponenten der Importmaschinerie, wo-
bei die Affinita¨t der Rezeptoren fu¨r die Pra¨sequenzen von der cis- zur trans-Seite
der mitochondrialen Außenmembran hin zunimmt [54, 99]. Auf der trans-Seite des
TOM-Komplexes interagieren die Vorstufenproteine mit Komponenten des Inter-
membranraums und der mitochondrialen Innenmembran. Die Vorstufen lo¨slicher
Proteine des Intermembranraums erreichen dabei ihre finale Lokalisierung durch
Komplexbildung, Assemblierung oder Proteinfaltung.
1.1.2 Der TOB-Komplex
Der essentielle TOB-Komplex (Topogenesis of Mitochondrial Outer Membrane β-
Barrel Proteins) hat ein Molekulargewicht von ∼ 250 kDa und ist fu¨r die Inser-
tion und Assemblierung von β-Barrel-Proteinen (z.B. Porin, Tom40, Mdm10) in die
mitochondriale Außenmembran verantwortlich [84]. Die bisher identifizierten Kom-
ponenten Tob55, Mas37 und Tob38 [119] u¨bernehmen die β-Barrel-Vorstufenpro-
teine vom TOM-Komplex, welcher fu¨r ihre initiale Erkennung und Translokation
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Abbildung 1.1 Die mitochondrialen Proteintranslokasen. Der TOM-Komplex
sorgt fu¨r die Erkennung mitochondrialer Vorstufenproteine, deren Translokation sowie fu¨r
die Insertion von Proteinen mit einer Transmembrandoma¨ne in die Außenmembran. Proteine
mit N-terminaler Pra¨sequenz werden u¨ber den TIM23-Komplex in die Matrix importiert oder
in die Innenmembran inseriert. Der TIM22-Komplex vermittelt die Insertion von hydrophoben
Innenmembranproteinen mit internen Importsignalen. Der OXA1-Komplex u¨bernimmt den
Export von mitochondrial und kernkodierten Proteinen aus der Matrix in die Innenmembran.
Die Zahlen der Tom- und Tim-Proteine entsprechen den relativen molekularen Massen der
Proteine in kDa. Weitere Einzelheiten siehe Text.
verantwortlich ist. Die Insertion dieser Proteine in die Außenmembran und ihre
Assemblierung in hochmolekulare Komplexe wird dabei durch den TOB-Komplex
vermittelt. Neben Tom40 ist - nach heutigem Wissen - das kanalbildende Tob55
das zweite essentielle Protein der mitochondrialen Außenmembran. U¨ber die Funk-
tion von Mas37 und Tob38 ist bisher noch nichts bekannt. In Eukaryoten kommen
β-Barrel-Membranproteine nur in der Außenmembran von Mitochondrien und Chlo-
roplasten vor; in Prokaryoten nur in der Außenmembran Gram-negativer Bakterien.
Diese Struktura¨hnlichkeit von Außenmembranproteinen kann als ein weiteres Indiz
fu¨r die Endosymbiontentheorie herangezogen werden.
1.1.3 Der TIM23-Komplex
Die mitochondriale Innenmembran ist eine der proteinreichsten Membranen der eu-
karyotischen Zelle. In der Innenmembran sind mindestens drei Translokasen fu¨r die
korrekte Sortierung von Vorstufenproteinen verantwortlich [43, 122].
Eine der drei Translokasen, der TIM23-Komplex (Translocase of the Inner Mem-
brane), besteht aus den drei integralen Membranproteinen Tim17 [8, 66], Tim23
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[19, 110] und Tim50, sowie dem in der Matrix lokalisierten Importmotor, welcher
aus Tim44, Tim14, Tim16 und mitochondrialem Hsp70 aufgebaut wird.
TIM23 ist fu¨r den Matriximport und fu¨r die laterale Insertion von bitopen
Membranproteinen mit N-terminalen Pra¨sequenzen verantwortlich [6, 48]. Bisherige
Erkenntnisse deuten darauf hin, dass die C-terminale Doma¨ne von Tim50 mit Pra¨se-
quenzen an der trans-Seite des TOM-Komplexes interagiert [34, 72]. Von Tim50 wer-
den die Pra¨proteine an die N-terminale Doma¨ne von Tim23 weitergeleitet, welches
die Pra¨sequenz u¨ber die Innenmembran transloziert. Als treibende Kraft fu¨r diese
Translokation wird der elektrophoretische Effekt des Membranpotentials (∆Ψ) u¨ber
die Innenmembran vermutet, der die positiv geladenen Pra¨sequenzen auf die nega-
tiv geladene Innenseite der Innenmembran zieht. In Abwesenheit von Pra¨proteinen
liegen die N-Termini von Tim23 dimerisiert vor [3]. U¨ber diese Dimerisierung ko¨nnte
der translokationsinaktive TIM23-Kanal geschlossen werden. U¨ber die Funktion von
Tim17 ist wenig bekannt [51, 71, 76].
Die Translokation u¨ber die Innenmembran erfordert die Entfaltung der Pra¨pro-
teine und ihren gerichteten Transport in die Matrix [33]. In der Matrix ist Tim44
eng mit dem von Tim17 und Tim23 gebildeten Importkanal assoziiert [95]. Tim44
hat eine Bindestelle fu¨r das mitochondriale Matrixchaperon Hsp70 (mtHsp70), Ssc1.
Dieses bindet in ATP-abha¨ngigen Zyklen an die Translokationsintermediate im Im-
portkanal und verhindert dadurch ein Zuru¨ckgleiten der Polypeptide. Durch die
Brown’sche Molekularbewegung bewegen sich die Translokationsintermediate im
Importkanal. Die Bindung von weiteren mtHsp70-Moleku¨len an die eintretenden
Polypeptide fu¨hrt zu deren vektoriellem Transport in die mitochondriale Matrix
[75, 79, 82]. Es wurde vorgeschlagen, dass die zu importierenden Proteine zusa¨tzlich
durch eine ATP-abha¨ngige Konformationsa¨nderung des Hsp70-Proteins aktiv u¨ber
die Translokationskomplexe in die Matrix gezogen werden [69].
Die beiden in einem stabilen Komplex vorliegenden Proteine Tim14 und Tim16
sind eng mit Ssc1 assoziiert und modulieren als J-Kochaperone (DnaJ-Homologe)
die Aktivita¨t des mitochondrialen Hsp70-Proteins. Das in der mitochondrialen In-
nenmembran verankerte Tim14 weist alle Merkmale eines J-Proteins auf und es
stimuliert die ATPase-Aktivita¨t von Ssc1 [73, 111]. Tim16 fehlt das fu¨r J-Proteine
charakteristische HPD-Motiv und es hat wahrscheinlich eine zu Tim14 antagonisti-
sche Funktion [29, 56]. Als Nukleotidaustauschfaktor fu¨r die ATPase von Ssc1 fun-
giert das GrpE-Homologe Mge1 [70]. Nach ihrem Transport in die Matrix werden
die Pra¨sequenzen der Pra¨proteine durch die mitochondriale Prozessierungsprotease
(MPP) in die reife, endgu¨ltige Form u¨berfu¨hrt.
Die Translokations- und Insertionsschritte erfordern sowohl ein Membranpoten-
tial u¨ber die mitochondriale Innenmembran als auch entsprechende ATP-Konzen-
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trationen in der mitochondrialen Matrix, wobei letztere fu¨r die zyklischen Reak-
tionsschritte der Hsp70-Chaperone beno¨tigt werden [32, 90].
1.1.4 Der TIM22-Komplex
Viele polytope Proteine der mitochondrialen Innenmembran werden ohne N-ter-
minale Pra¨sequenzen synthetisiert. Diese hydrophoben Vorstufenproteine weisen
wenig konservierte, interne Importsignale in ihrer Sequenz auf. Sie werden vom
Rezeptorprotein Tom70 erkannt und durch den TOM-Komplex u¨ber die Außenmem-
bran transportiert. An der trans-Seite des TOM-Komplexes werden die Vorstufenpro-
teine von kleinen lo¨slichen Intermembranraumproteinen gebunden. Diese in hexame-
ren Komplexen vorliegenden Komponenten sind im Fall des ATP/ADP-Transporters
der essentielle Tim9-Tim10 Komplex [25] und fu¨r Tim23 der homologe Tim8-Tim13
Komplex [65].
Diese Komplexe, die sog.
”
kleinen TIM-Proteine“, binden an hydrophobe Be-
reiche der polytopen Carrier-Vorstufenproteine und unterstu¨tzen deren Insertion
durch eine eigene Innenmembran-Translokase, den TIM22-Komplex [112]. Die klei-
nen TIM-Proteine haben dabei wahrscheinlich Chaperon-artige Funktion und ver-
hindern die Aggregation hydrophober Proteine im Intermembranraum. Daru¨ber hi-
naus binden sie direkt an den TIM22-Komplex und u¨bergeben die Vorstufenproteine
u¨ber das peripher assoziierte Tim12 an den membransta¨ndigen TIM22-Insertions-
komplex.
Der TIM22-Komplex besteht aus den drei Untereinheiten Tim22, Tim18 und
Tim54, wobei Tim22 einen Kanal in der Innenmembran ausbildet [55]. Tim22 weist
Homologie zu Tim17 und Tim23 auf und die Kanal-Aktivita¨t von Tim22 wird eben-
falls u¨ber das Membranpotential reguliert. Dieses ist sowohl fu¨r die initiale Insertion
von Vorstufenproteinen in die Tim22-Translokase als auch fu¨r deren laterale Inserti-
on in die Phospholipid-Membran erforderlich. U¨ber die Funktionen von Tim54 und
Tim18 ist bisher nichts bekannt [53].
1.1.5 Die OXA1-Translokase
Als dritte Proteintranslokase der mitochondrialen Innenmembran wurde der OXA1-
Komplex (Oxidase Assembly) identifiziert [42, 45, 78]. Dieser homotetramere Kom-
plex aus Oxa1-Untereinheiten vermittelt sowohl die Insertion von konservativ sor-
tierten Vorstufenproteinen, die dann von der Matrixseite aus in die Innemembran
inseriert werden, als auch die kotranslationale Insertion von mitochondrial kodier-
ten und an mitochondrialen Ribosomen translatierten Proteinen. Oxa1 geho¨rt zu
einer evolutiv konservierten Proteinfamilie, die die Insertion und Assemblierung von
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Membranproteinen in diversen biologischen Systemen katalysiert. Dieser Familie
geho¨ren das YidC-Protein der bakteriellen Innenmembran und das Albino3-Pro-
tein der Thylakoidmembran an, was auf eine gemeinsame prokaryotische Herkunft
hindeutet.
Oxa1 aus S. cerevisiae bildet fu¨nf Transmembrandoma¨nen in der Innenmembran
aus, wobei der N-Terminus im Intermembranraum und der C-Terminus in der Matrix
lokalisiert ist. Dieser C-Terminus bildet eine α-helikale Struktur aus, welche mit der
50S-Untereinheit der mitochondrialen Ribosomen wechselwirkt [108]. Dabei werden
die Ribosomen u¨ber den C-Terminus von Oxa1 gebunden, wodurch die Synthese mi-
tochondrialer Proteine an deren Insertion und Assemblierung gekoppelt wird. Oxa1
vermittelt des Weiteren die posttranslationale Insertion von Membranproteinen, die
u¨ber die TIM23-Translokase zuna¨chst in die Matrix importiert werden und die ihren
Wirkungsort in der mitochondrialen Innenmembran haben.
1.2 Topogenese von Membranproteinen
1.2.1 Bakterielle Proteintranslokasen der Innenmembran
In der bakteriellen Cytoplasmamembran sind drei unterschiedliche Translokations-
systeme fu¨r die Insertion von Proteinen in und u¨ber die Innenmembran zusta¨ndig.
Die erste Translokase, die Sec-Maschinerie (secretion), vermittelt zum einen die ko-
und posttranslationale Sekretion von Proteinen u¨ber die Plasmamembran. Zum an-
deren ist sie auch an der Biogenese von kotranslational inserierten Membranpro-
teinen der Plasmamembran beteiligt. Dabei stellt sie das bakterielle A¨quivalent
der Sec61-Translokase des eukaryotischen Endoplasmatischen Retikulums dar [18,
100]. Als zweiter Translokationskomplex vermittelt das Oxa1-Homolog YidC so-
wohl unabha¨ngig als auch in Kooperation mit der Sec-Translokase die Insertion von
Plasmamembranproteinen, wa¨hrend der Tat-Komplex als dritte Translokase den Ex-
port von gefalteten Proteindoma¨nen in das Periplasma ermo¨glicht [16, 57, 83].
Die Insertion von polytopen Membranproteinen ist ein zweistufiger Prozess [13].
Zuna¨chst dient jede einzelne hydrophobe Transmembrandoma¨ne als Membransor-
tierungssignal. Sind alle Transmembrandoma¨nen inseriert, folgt in einem zweiten
Schritt die Faltung in die korrekte Tertia¨rstruktur und eventuell eine weitere As-
semblierung zur endgu¨ltigen Quarta¨rstruktur der Proteine [26]. Die Bindung von
Kofaktoren an die gefalteten Proteine kann als dritter Schritt in der Biogenese von
Membranproteinen betrachtet werden.
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1.2.2 Biogenese von Innenmembranproteinen in Bakterien:
Die Sec-Translokase
Die Mehrheit der bakteriellen Proteine, welche u¨ber eine Translokation in eine Mem-
bran oder u¨ber eine Membran ihren Zielort erreichen, folgt dem generellen sekreto-
rischen Weg (Sec-Sortierung). Zu der Gruppe der Sec-Proteine geho¨rt der heterotri-
mere Membrankomplex SecYEG, welcher den proteinleitenden Kanal ausbildet. Der
SecDFYajC-Subkomplex reguliert die Assoziation der cytosolischen ATPase SecA an
die SecYEG-Translokase und steigert die Effizienz des Proteintransports. Sekreto-
rische Proteine werden posttranslational und in Abha¨ngigkeit von dem lo¨slichen
Chaperon SecB an die SecYEG-Translokase geleitet [16].
Die meisten Plasmamembranporteine werden noch wa¨hrend ihrer Synthese am
Ribosom von dem bakteriellen Signal-Erkennungs-Partikel (SRP) gebunden [13, 39].
Dieses Ribonukleoprotein wird von einer 4.5S RNA sowie der GTPase Ffh gebildet.
Der Komplex aus naszierender Polypeptidkette, Ribosom und SRP bindet GTP-
abha¨ngig an den transient membrangebundenen SRP-Rezeptor FtsY. Nach GTP-
Hydrolyse zerfa¨llt der Komplex und das Vorstufenprotein wird zur Insertion an
die SecYEG-Translokase transferiert. Durch Assoziation mit dem SRP wird eine
Exposition der hydrophoben Substrate in das wa¨ssrige Cytoplasma vermieden.
Topogene Signale in Membranproteinen gewa¨hrleisten deren korrekte Orientie-
rung in der Lipidschicht. Die Topologie der Membranproteine wird unter anderem
durch geladene Aminosa¨urereste bestimmt, die den Transmembransegmenten be-
nachbart sind. Die cytosolische Seite der Plasmamembran besitzt gegenu¨ber der
periplasmatischen Seite eine negative U¨berschussladung. Nach der positive inside
rule orientieren sich die Transmembrandoma¨nen in einer Weise in der Membran,
dass die flankierende Region mit der gro¨ßeren positiven Ladung im Cytoplasma ver-
bleibt [117]. In Bakterien ko¨nnen kurze N-terminale Sequenzabschnitte in einer von
der Sec-Translokase unabha¨ngigen Art und Weise auch ohne leader -Sequenzen in
die Plasmamembran inseriert werden.
Im Folgenden soll ein vereinfachtes Modell A¨hnlichkeiten und Unterschiede zwi-
schen der Sec-Translokase und der TIM23-Translokase veranschaulichen (siehe Ab-
bildung 1.2).
1.2.3 Biogenese von Innenmembranproteinen in Mitochon-
drien: Die TIM23-Translokase
Die Proteine der mitochondrialen Innenmembran weisen eine große Vielfalt an to-
pologischen Orientierungen auf. Die Aminoenden der Membranproteine ko¨nnen auf
der Matrix- oder der Intermembranraumseite liegen, und die Innenmembranprote-
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Abbildung 1.2 Translokase-vermittelte Membraninsertion von Proteinen.
A Kotranslationale Insertion von Plasmamembranproteinen. Vorstufenproteine werden von
Signalerkennungspartikeln GTP-abha¨ngig an die Membran dirigiert. Anschließend bindet das
translationsaktive Ribosom die SecYEG-Translokase, wobei wahrscheinlich ein gekoppelter
Protein-fu¨hrender Kanal entsteht. B Posttranslationale Insertion von mitochondrialen Innen-
membranproteinen. Mitochondriale Membranproteine mit N-terminaler Pra¨sequenz werden
u¨ber den TIM23-Komplex importiert. Stop-Transfer-Signale fu¨hren zur lateralen Membran-
insertion. Dabei liefert das u¨ber die Innenmembran anliegende Membranpotential ∆Ψ ge-
meinsam mit mtHsp70/ATP die notwendige Energie fu¨r die Translokation. SEC: SecYEG-
Translokase; TIM23: TIM23-Translokase.
ine ko¨nnen unterschiedlich viele Transmembrandoma¨nen besitzen. Topogene Signale
enthalten dabei die Information u¨ber die jeweilige Orientierung der Pra¨proteine in
der Innenmembran.
Mitochondrien fehlt ein der bakteriellen Sec-Translokase verwandter Transloka-
tionskomplex [38]. Die Proteine mit N-terminalen Pra¨sequenzen ko¨nnen ihren fina-
len Wirkungsort u¨ber zwei unterschiedliche Sortierungswege erreichen, welche beide
u¨ber die TIM23-Translokase vermittelt werden. Zum einen ko¨nnen Proteine beim
Import in der TIM23-Translokase arretiert und lateral in die Membran inseriert
werden (Stop-Transfer-Sortierung, siehe Abbildung 1.3, oben). Zum anderen ko¨nnen
Proteine in einem Exportvorgang aus der Matrix inseriert werden (konservative Sor-
tierung, siehe Abbildung 1.3, unten).
1.2.3.1 Stop-Transfer-Sortierung von Innenmembranproteinen
Bei der Stop-Transfer-Sortierung von kernkodierten Membranproteinen mit N-ter-
minalen Pra¨sequenzen wird der Proteinimport wa¨hrend der Translokation u¨ber den
TIM23-Komplex arretiert und die Transmembrandoma¨nen der Proteine lateral in
die Innenmembran inseriert [5, 36, 37, 115]. Proteine dieser Gruppe weisen meist
eine einfache Ninnen − Caußen-Topologie und eine einzige Transmembrandoma¨ne auf
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Abbildung 1.3 Insertionswege mitochondrialer Innenmembranproteine. Bei der
Stop-Transfer-Sortierung werden Pra¨proteine auf der Ebene der mitochondrialen TIM23-
Translokase arretiert und lateral in die Innenmembran inseriert. Bei der konservativen Sor-
tierung werden die Proteine im ersten Schritt in die Matrix importiert und im nachfolgenden
Schritt in die Innenmembran inseriert. AM: Außenmembran; IM: Innenmembran.
(bitope Proteine), und ihre Pra¨sequenz wird von MPP prozessiert. Von den bisher
untersuchten Proteinen dieser Gruppe (z.B. Dld1, Cox5a, Sco1, Rip1) scheinen die
Hydrophobizita¨t und Helizita¨t der Transmembrandoma¨ne sowie flankierende La-
dungen als Signale fu¨r den Stop-Transfer-Mechanismus zu dienen. Im Fall von Dld1
ist eine stark geladene Sequenz fu¨r die Arretierung der hydrophoben Doma¨ne in der
Innenmembran notwendig [93]. Allerdings sind solche Bereiche geladener Aminosa¨u-
rereste nicht generell in Stop-Transfer sortierten Proteinen vorhanden.
Es gibt auch Beispiele bitoper Membranproteine, bei denen der N-Terminus im
Intermembranraum lokalisiert ist (Bcs1). Diese werden wahrscheinlich zuna¨chst als
”
Loop“ durch die TIM23-Translokase importiert. Es werden jedoch auch polyto-
pe Proteine u¨ber diesen Weg sortiert, wobei dann die erste Transmembrandoma¨ne
wa¨hrend des Imports arretiert und in die Membran inseriert wird. Der Mechanis-
mus, nach dem die C-terminal folgenden Transmembrandoma¨nen in die Membran
inseriert werden, ist bisher unbekannt. Weder die fu¨r den Stop-Transfer verantwort-
lichen Signale, welche von der TIM23-Translokase erkannt werden mu¨ssen, noch der
Mechanismus der eigentlichen Membraninsertion dieser Pra¨proteine, sind bislang
verstanden.
1.2.3.2 Konservative Sortierung von Innenmembranproteinen
Bei der konservativen Sortierung werden kernkodierte Innenmembranproteine zu-
na¨chst u¨ber den TIM23-Komplex vollsta¨ndig in die Matrix importiert und anschlie-
ßend in einem zweiten Schritt in die Innenmembran inseriert. Folglich werden die
Intermembranraumdoma¨nen dieser Proteine u¨ber die Innenmembran
”
exportiert“.
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Die Membraninsertion a¨hnelt der prokaryotischen Insertion in die Innenmembran,
und daher wird dieser Insertionsweg als
”
konservative Sortierung“ bezeichnet [41].
Wie in Bakterien verbleiben Proteinabschnitte mit positiv geladenen Aminosa¨ure-
resten bevorzugt auf der cis-Seite der Membranen (positive inside rule), und die
topogenen Signale dieser Proteine scheinen sich von denen in Prokaryoten abzulei-
ten.
Die Topogenese nach der konservativen Sortierung konnte u.a. bereits fu¨r die
bitopen Membranproteine Cox2 (kernkodierteVersion), ATP9 (kernkodierteVersion) und fu¨r die
polytopen Membranproteine Oxa1, Cox18 und Yta10 gezeigt werden [4, 31, 45].
Alle bekannten konservativ sortierten Proteine haben Homologe in Bakterien und
es ist anzunehmen, dass sie im Laufe der Mitochondrienevolution von bakteriellen
Vorla¨ufern abgeleitet wurden. Die konservative Sortierung von Proteinen erlaubte
es, die vorhandenen Insertionsmaschinen und die topogenen Sortierungssignale der
Proteine zu verwenden.
Zusammenfassend hat die TIM23-Translokase bei der Biogenese von Membranpro-
teinen die Aufgabe, zwei Arten von hydrophoben Bereichen zu unterscheiden. Eine
Gruppe wird wa¨hrend der Translokation arretiert und lateral in die Innenmembran
inseriert, wogegen die zweite Gruppe weiter in die mitochondriale Matrix importiert
wird.
1.2.4 Computergestu¨tzte Vorhersagen
Wa¨hrend die Vorhersage der Proteinlokalisation und die Detektion von Transmem-
brandoma¨nen mittlerweile gut etabliert ist [52], ist die Vorhersage des Sortierver-
haltens bisher nicht mo¨glich [118]. Es gelingt lediglich die Topologie von Proteinen
anhand ihrer C-terminalen Transmembranregionen mit annehmbarer Zuverla¨ssig-
keit vorherzusagen. Es fehlen somit noch elementare strukturelle und funktionelle
Erkenntnisse, welche die unterschiedlichen Transmembrandoma¨nen beinhalten und
fu¨r ihr unterschiedliches Sortierverhalten verantwortlich sind.
Dabei scheinen biophysikalische Eigenschaften wie Hydrophobizita¨t und Heli-
zita¨t der Transmembrandoma¨nen von gro¨ßter Bedeutung zu sein. Der Einfluss der
Prima¨rsequenz auf das Sortierverhalten von hydrophoben Bereichen ist bislang noch
nicht verstanden. Des Weiteren haben flankierende Regionen der Transmembran-
doma¨nen einen Einfluss auf ihre Topogenese. Die Identifizierung entsprechender to-
pogener Signale sollte in zuku¨nftigen Algorithmen zur Sortierungs- und Topologie-
vorhersage von Membranproteinen beru¨cksichtigt werden.
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1.3 Fragestellung und Zielsetzung
Wa¨hrend bereits eine Vielzahl von Komponenten der TIM23-Translokase identifi-
ziert wurde, ist u¨ber die strukturellen und funktionellen Eigenschaften erst wenig
bekannt. Tim23 weist zwei Doma¨nen auf - einen lo¨slichen N-terminalen Bereich,
der mit mitochondrialen Pra¨sequenzen interagiert und eine C-terminale hydrophobe
Doma¨ne. Tim17 besteht fast ausschließlich aus hydrophoben Bereichen und ist der
C-terminalen Ha¨lfte von Tim23 a¨hnlich. Der hohe Grad an Sequenzkonservierung
von Tim17-Proteinen weist auf eine wichtige Rolle dieses Proteins hin. Die Funk-
tion von Tim17 ist bislang jedoch nicht verstanden. Ein Ziel dieser Arbeit war es,
durch gezielte Mutagenese und Deletion entsprechender Doma¨nen die strukturel-
len und funktionellen Eigenschaften des konservierten Membranproteins Tim17 zu
untersuchen.
Des Weiteren sollten die Sortierungssignale identifiziert werden, welche Innen-
membranproteine auf ihren jeweiligen Sortierungsweg leiten. Durch die Charakteri-
sierung verschiedener Modellproteine sind die Sequenzen einiger transferierter und
arretierter Membranproteine bekannt. Anhand dieser sollten typische Eigenschaften
der beiden Gruppen erschlossen werden, die dann durch gezielte Mutagenese auf
ihre topogenen Eigenschaften hin untersucht werden ko¨nnen.
Kapitel 2
Material und Methoden
Die prozentualen Konzentrationsangaben sind fu¨r gelo¨ste Feststoffe in Gewichts-
und fu¨r gelo¨ste Flu¨ssigkeiten in Volumenprozent angegeben.
2.1 Molekularbiologische Methoden
2.1.1 Isolierung von Plasmiden aus E. coli
Die Pra¨paration von Plasmid-DNS aus E. coli erfolgte durch alkalische Lyse [7] mit
anschließender Ethanolfa¨llung. Fu¨r die Pra¨paration gro¨ßerer Mengen wurde die DNS
u¨ber eine Anionenaustauschersa¨ule gereinigt.
Pra¨paration im kleinen Maßstab
Fu¨r die Isolierung kleiner Mengen DNS wurden E. coli -Zellen in 2 ml LBAmp-Medium
angeimpft und u¨ber Nacht bei 37oC unter Schu¨tteln inkubiert. Zellen aus 1 ml der
Kultur wurden fu¨r 20 s bei 7500 g (RT) pra¨zipitiert und in 100 µl Lo¨sung 1 (50 mM
Glukose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris/HCl pH 8,0) resuspendiert. Die so erhaltene
Suspension wurde durch Zugabe von 100 µl Lo¨sung 2 (200 mM NaOH, 1% SDS)
fu¨r 5 min bei 65oC alkalisch lysiert. Die Probe wurde dann mit 150 µl Lo¨sung 3
(3 M Natriumacetat pH 4,5) neutralisiert und fu¨r 5 min auf Eis geku¨hlt. Ausgefa¨llte
Proteine und chromosomale DNS wurden durch Zentrifugation fu¨r 5 min bei 35000 g
(+4oC) abgetrennt. Zum Fa¨llen der Plasmid-DNS wurde der U¨berstand mit 1 ml
Ethanol versetzt und fu¨r 15 min bei 35000 g (+4oC) zentrifugiert. Die Probe wurde
anschließend mit 70%igem Ethanol gewaschen, erneut 5 min zentrifugiert und nach
Abnehmen des U¨berstandes fu¨r 5 min bei RT getrocknet. Die so erhaltene DNS
wurde dann in 50 µl H2O gelo¨st.
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Pra¨paration im großen Maßstab
Zur Pra¨paration gro¨ßerer Mengen Plasmid-DNS wurde das Kit Jetstar (Midi-Sa¨ulen)
verwendet. Ausgehend von 50 ml einer U¨bernachtkultur in LBAmp wurde die DNS
nach Anleitung des Herstellers aufgearbeitet.
2.1.2 Polymerase-Kettenreaktion
Gene oder Genabschnitte von S. cerevisiae wurden als DNS-Fragmente mithilfe der
Polymerase-Kettenreaktion amplifiziert [97, 98]. Neben dem vom Hersteller mit-
gelieferten Puffer enthielt ein typischer Reaktionsansatz von 50 µl: 1,5 mM Ma-
gnesiumchlorid, 0,2 mM aller 4 Desoxynucleosidtriphosphate, 1–100 ng Matrizen-
DNS, 20 pmol von jedem Primer, 2,5 U Pfu-DNS-Polymerase oder 1 U Taq-DNS-
Polymerase. Die entsprechende DNS-Polymerase wurde dem Reaktionsansatz zuge-
geben, sobald der PCR-Block eine Temperatur von 94oC erreicht hatte (hot start).
Die PCR-Reaktionsfolge wurde 35x wiederholt und setzte sich wie folgt zusammen:
Schmelzen der DNS bei 94oC fu¨r 30–60 s, Anlagerung der Oligonukleotide bei 40–
65oC fu¨r 30–60 s und Synthese der DNS bei 72oC fu¨r 30–90 s (1 min/kb). Meist
wurden die ersten 5 Zyklen bei einer um 5oC niedrigeren Anlagerungstemperatur
durchgefu¨hrt. Nach den Reaktionszyklen wurde mit einer 10-minu¨tigen Nachinku-
bation bei 72oC die DNS-Synthese vervollsta¨ndigt. Die erfolgreiche Amplifikation
der DNS-Fragmente wurde durch Gelelektrophorese kontrolliert.
2.1.3 Klonierung von DNS-Fragmenten
2.1.3.1 Restriktionsverdau
DNS wurde durch Endonukleasen in den vom Hersteller mitgelieferten und emp-
fohlenen Puffern geschnitten. Fu¨r 1 µg DNS wurden ca. 2 U Enzym eingesetzt und
es wurde 45–90 min oder u¨ber Nacht bei 37oC verdaut. Die Dephosphorylierung
von DNS-Fragmenten (Vektoren) wurde direkt im Restriktionsverdau durchgefu¨hrt.
Dazu wurden der Reaktion ca. 0,2 U SAP pro µg DNS zugegeben.
2.1.3.2 Ligation
Zur Ligation eines DNS-Fragments mit einem linearisierten Vektor wurde die Liga-
se des Bakteriophagen T4 benutzt. Die Ligationen wurden in dem vom Hersteller
mitgelieferten Puffer in einem Endvolumen von 10 µl durchgefu¨hrt. Dazu wurden
50–200 ng DNS des linearisierten Vektors mit etwa dem fu¨nffachen U¨berschuss an
DNS-Fragment gemischt und mit 400 U T4-Ligase fu¨r mindestens 30 min bei RT
inkubiert. Eine Steigerung der Ligationseffizienz konnte durch die Verwendung eines
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in etwa linearen Temperaturgradienten erreicht werden. Dazu wurden die Reakti-
onsgefa¨ße des Ligationsansatzes in einem Schwimmer mit etwa 500 ml anfa¨nglich
handwarmem Wasser im Ku¨hlschrank fu¨r mehrere Stunden inkubiert, wobei das
Temperaturoptimum der Ligase durchlaufen wird.
2.1.3.3 Zwischenklonierung
Um den vollsta¨ndigen Verdau eines DNS-Fragments zu gewa¨hrleisten, wurde das
durch PCR amplifizierte Fragment in den Vektor pCR-TOPO oder pGEM-T zwi-
schenkloniert. Die Ligation des Fragments in den Vektor erfolgte nach Anleitung des
Herstellers. Das Ligationsprodukt wurde in E. coli des Stamms DH5α transformiert
und antibiotikaresistente Transformanten selektioniert. Aus den positiven Klonen
wurde Plasmid-DNS pra¨pariert, aus der das DNS-Fragment mittels Restriktionsver-
dau herausgeschnitten wurde.
2.1.3.4 Pra¨paration kompetenter E. coli-Zellen
Um elektrokompetente E. coli -Zellen zu gewinnen, wurden 400 ml LB-Medium mit
4 ml einer U¨bernachtkultur angeimpft und bei 37oC unter Schu¨tteln inkubiert. Bei
Erreichen einer OD578 von 0,6 wurde die Kultur fu¨r 30 min auf Eis gestellt und dann
fu¨r 15 min bei 4500 g (+4oC) zentrifugiert. Danach wurden die Zellen sukzessive
in 400, 200 und 4 ml kaltem 10%igem Glycerol (mit bidestilliertem H2O angesetzt)
gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde die Probe in 400 µl 10%iger Gly-
cerollo¨sung resuspendiert und in 45 µl-Portionen bei -80oC weggefroren.
2.1.3.5 Transformation von E. coli-Zellen
Die Transformation von E. coli -Zellen wurde durch Elektroporation durchgefu¨hrt
[20]. Dazu wurde 1 µl Plasmidlo¨sung (Ligationsansatz oder Plasmidpra¨paration) mit
45 µl kompetenten Zellen gemischt. Dieser Ansatz wurde in eine auf Eis geku¨hlte
Elektroporationsku¨vette u¨berfu¨hrt, die dann im Elektroporationsgera¨t einem Strom-
stoß (2,5 kV, 400 Ω, 25 µF) ausgesetzt wurde. Die Zellsuspension wurde sofort
mit 1 ml warmen SOC-Medium gemischt und in ein steriles 1,5 ml Reaktionsgefa¨ß
u¨berfu¨hrt. Die Zellen wurden fu¨r 30 min unter Schu¨tteln bei 37oC inkubiert, bevor
sie dann auf einer LB-Platte mit entsprechendem Antibiotikum als Selektionsmarker
ausplattiert wurden.
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2.1.4 Reinigung und Analyse von DNS
2.1.4.1 Analytische und pra¨parative Gelelektrophorese
Zur gelelektrophoretischen Analyse von DNS wurden horizontale Agarosegele mit
einem Bettvolumen von 30–100 ml und einem Taschenvolumen von 20–120 µl ein-
gesetzt. Je nach Gro¨ße der DNS-Fragmente wurde eine 0,8–2,5%ige Agaroselo¨sung
in TAE-Puffer (20 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA, 40 mM Tris/Acetat pH 7,5)
zum Gießen der Gele verwendet. Die Agaroselo¨sung wurde vorher auf eine Ethidi-
umbromidkonzentration von ca. 0,5 µg/ml eingestellt. Die Proben wurden mit 1/5
Volumen 5x Auftragspuffer (30% Glycerol, 0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencya-
nol) versetzt und aufgetragen. Falls die Proben sto¨rende Mengen an RNS enthielten,
wurde ein 5x Auftragspuffer mit ca. 2 mU/ml RNase A verwendet. Die Elektropho-
rese wurde in TAE-Puffer bei etwa 10 V/cm durchgefu¨hrt. Die Analyse erfolgte auf
einem Transilluminator unter UV-Licht.
Zur Isolierung von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen wurden die entsprechen-
den Banden mit einem Skalpell ausgeschnitten und die DNS mit dem QIAquick-Kit
nach Anleitung des Herstellers extrahiert.
2.1.4.2 Konzentrationsbestimmung
Die Konzentration von DNS-Proben wurde durch Messung der Extinktion gegen
H2O bei 260 und 280 nm (E260 und E280) bestimmt. Eine Extinktionsa¨nderung von
1 bei 260 nm entspricht einer Konzentration von 50 µg/µl doppelstra¨ngiger bzw.
33 µg/µl einzelstra¨ngiger DNS. Der Quotient aus E260 und E280 dient als Maß fu¨r
die Reinheit der Probe und sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.
2.1.5 Verwendete Plasmide
Fu¨r die in vitro-Transkription und -Translation von Proteinen wurde das entspre-
chende DNS-Fragment in den Vektor pGEM-3 oder pGEM-4 (Promega, Madison,
USA) kloniert. In den Tabellen 2.1 und 2.2 sind alle in der Arbeit verwendeten Plas-
mide und ihre Kurzbeschreibungen aufgefu¨hrt. Zur Expression von N-terminalen
GST-Fusionsproteinen in E. coli wurde pETGEXCT verwendet [104]. Die Klonie-
rungsstrategien sind im Unterkapitel 2.1.6 beschrieben.
2.1.6 Klonierungsstrategien
Klonierung von pETGEXCT-TIM17 Die gesamte ORF von TIM17 wurde
mittels PCR mit den Oligonukleotiden SM14 (5’) und SM15 (3’) aus genomischer
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Plasmid Beschreibung
pSu9(1-69)DHFR [90] Fusion aus der Pra¨sequenz von Untereinheit 9 der
F0-ATPase aus N. crassa (AS 1–69) und DHFR in
pGEM-4
pCytb2(1–167)∆19 DHFR Fusion aus CYB2 (AS 1–167)∆19 und DHFR in
pGEM-4
pCytb2(1–167))∆19 K5 DHFR [102] Fusion aus CYB2 (AS 1–167)∆19 mit zusa¨tzlichen
5 Lysinresten und DHFR in pGEM-4
pCOX5a-DHFR Fusion aus COX5a und DHFR in pGEM-4
pCOX5a∆TM-DHFR Fusion aus COX5a mit disruptierter Transmem-
brandoma¨ne (TM) und DHFR in pGEM-4
pCOX5a COX5A in pGEM-4
pCOX5a∆TM COX5A mit disruptierter Transmembrandoma¨ne
(TM) in pGEM-4
pCOX5aL104P COX5A mit Punktmutation L104P in pGEM-4
pCOX5a(DLD1) COX5A mit Tausch der TM zu der von Dld1 in
pGEM-4
pCOX5a(OXA1) COX5A mit Tausch der TM zu der 1. TM von Oxa1
in pGEM-4
pCOX5a(OXA1P106L) COX5A mit Tausch der TM zu der 1. TM von Oxa1
und Punktmutation P106L in pGEM-4
pOXA1 [45] OXA1 in pGEM-3
pOXA1(DLD1) OXA1 mit Tausch der 2. TM-Doma¨ne zur TM-
Doma¨ne von Dld1 in pGEM-3
pOXA1(COX5a) OXA1 mit Tausch der 2. TM-Doma¨ne zur TM-
Doma¨ne von Cox5a in pGEM-3
pOXA1(COX5aL206P) OXA1 mit Tausch der 2. TM-Doma¨ne zur TM-
Doma¨ne von Cox5a und Punktmutation L206P in
pGEM-3
pOXA1(COX5aL206P L211P) OXA1 mit Tausch der 2. TM-Doma¨ne zur TM-
Doma¨ne von Cox5a und Punktmutationen L206P
sowie L211P in pGEM-3
Tabelle 2.1 Verwendete Plasmide zur in vitro-Transkription und -Translation
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DNS amplifiziert. Das resultierende Fragment wurde u¨ber die in das Oligonukleo-
tidpaar eingefu¨hrten Restriktionsschnittstellen BamHI bzw. BglII in den Vektor
pETGEXCT kloniert.
SM14 5’-GGG GGA TCC ATG TCA GCC GAT CAT TCG
SM15 5’-GGG AGA TCT CTA AGC TTG CAG AGG TTG
Klonierung von pVT100U-TIM17 und Deletionsmutanten Um Tim17 bzw.
entsprechende trunkierte Formen von Tim17 in vivo zu exprimieren, wurden entspre-
chende kodierende Sequenzen in pVT100U kloniert. Es wurden folgende Varianten
von Tim17 hergestellt: Tim17∆N (Deletion der AS 1-11), Tim17∆C (Deletion der
AS 135-157) als auch Tim17∆N∆C (AS 12-134). Mittels PCR mit den entsprechen-
den Primern (siehe Tabelle) wurden entsprechende Regionen aus genomischer DNS
amplifiziert und u¨ber die in das Primerpaar eingebauten Restriktionsschnittstellen
PstI bzw. BamHI in den Vektor pVT100U kloniert.
Primerkombination kodiertes Protein
SM28 (5’) / SM29 (3’) Tim17 FL (wt)
SM30 (5’) / SM29 (3’) Tim17∆N (AS 12-157)
SM28 (5’) / SM31 (3’) Tim17∆C (AS 1-134)
SM30 (5’) / SM31 (3’) Tim17∆N∆C (AS 12-134)
SM28 5’-GGG CTG CAG ATG TCA GCC GAT CAT TCG AGA G
SM29 5’-GGG GGA TCC CTA AGC TTG CAG AGG TTG AGA G
SM30 5’-GGG CTG CAG ATG ATA GTA ATA CTA AAT GAT TTC
SM31 5’-GGG GGA TCC CTA TCT TTG AAA CAT TAG TCC CAC
Alanin-Punktmutagenese des N-Terminus von Tim17 Der N-Terminus von
Tim17 wurde einer gezielten Alanin-Punktmutagenese unterzogen. Dazu wurden
u¨ber Primer die Aminosa¨urereste 1–11 spezifisch in Alanin-Reste mutiert. Die Kon-
strukte wurden unter dem endogenen Promotor und Terminator von TIM17 klo-
niert. Die entsprechenden Mutationen wurde u¨ber eine die Aminosa¨uresequenz nicht
vera¨ndernde Schnittstelle eines Restriktionsenzyms eingefu¨hrt und die jeweiligen
Fragmente in die Restriktionsschnittstellen SalI/XbaI in pRS315 kloniert [107]. Fu¨r
die Klonierung der Tim17 D4R D8K K80D R83D-Mutante (DD→RK/KR→DD) wurde
ein pRS315 Plamid, welches TIM17 enthielt, zuna¨chst mit NcoI verdaut und ein
entsprechend verdautes PCR-Produkt aus der Primerkombination SM42/SM117 in
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diesen Vektor ligiert. U¨ber ortsspezifische Mutagenese mit der Primerkombinati-
on SM118/SM119 wurde schließlich Tim17 D4R D8K K80D R83D erhalten (DD→RK /
KR→DD).
Primerkombination tim17 N-Terminus
SM42 (5’)/SM96 (3’) und SM86 (5’)/SM43 (3’) MAAAAARDPCP...
SM42 (5’)/SM111 (3’) und SM112 (5’)/SM43 (3’) MSADHSADPCP...
SM42 (5’)/SM97 (3’) und SM88 (5’)/SM43 (3’) MSADHSAAPCP...
SM42 (5’)/SM96 (3’) und SM99 (5’)/SM43 (3’) MAAAAAAAPCP...
SM42 (5’ /SM98 (3’) und SM92 (5’)/SM43 (3’) MSADHSRDAAA...
SM42 (5’)/SM96 (3’) und SM100 (5’)/SM43 (3’) MAAAAAAAACA...
SM113 (5’)/SM109 (3’) und SM110 (5’)/SM43 (3’) MSAAHSRAPCP...
SM118 (5’)/SM119 (3’) MSARHSRKPCP...
SM42 (5’)/SM117 (3’) ...DCAVD80AVD83KRED...
SM42 5’-GGG GTC GAC CCA CTG TCA GTG GCG
SM43 5’-GGG TCT AGA GAG AGA AAT GGT TGG
SM86 5’-GGG AGC GTT ATG GCT GCA GCC GCG GCT AGA GAT CCA TGT CC
SM88 5’-CAG CCG ATC ATT CTG CAG CCC CAT GTC CTA TAG
SM92 5’-CGA TCA TTC GAG AGA TGC TGC AGC CAT AGT CAT ACT AAA TG
SM96 5’-AGC CGC GGC TGC AGC CAT AAC GCT CCC GTG TAC
SM97 5’-ACA TGG GGC TGC AGA ATG ATC GGC TGA CAT AAC GC
SM98 5’-GTA TGA CTA TGG CTG CAG CAT CTC TCG AAT GAT CGG CTG
SM99 5’-GCG TTA TGG CTG CAG CCG CGG CTG CCG CAC CAT GTC CTA TAG TCA TAC
SM100 5’-GCG TTA TGG CTG CAG CCG CGG CTG CCG CAG CGT GTG CTA TAG TCA
TAC TAA ATG ATT TCG G
SM109 5’-GGA GCT CTC GAG TGA GCG GCT GAC ATA ACG CTC CC
SM110 5’-CGC TCA CTC GAG AGC TCC ATG TCC TAT AGT CAT AC
SM111 5’-GGA CAT GGA TCC GCC GAA TGA TCG GCT GAC ATA ACG C
SM112 5’-CGG CGG ATC CAT GTC CTA TAG TCA TAC TAA ATG
SM113 5’-GGG GGG CCC CCA CTG TCA GTG GCG
SM117 5’-GGG CCA TGG ATC CTC CCT CTT ATC TAC AGC ATC CAC AGC GCA ATC
AAA AGT CG
SM118 5’-GCG TTA TGT CAG CCC GTC ATT CGA GAA AAC CAT GTC CTA TAG TC
SM119 5’-GAC TAT AGG ACA TGG TTT TCT CGA ATG ACG GGC TGA CAT AAC GC
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Klonierung der pGEM4-cox5a Konstrukte Um das Sortierungsverhalten des
bitopen Innenmembranproteins Cox5a zu untersuchen, wurden verschiedene Muta-
tionen und Chima¨ren in pGEM4 kloniert.
Primerkombination cox5a-Konstrukt
SM56 (5’)/SM57 (3’) COX5a
SM56 (5’)/SM65 (3’) und SM66 (5’)/SM57 (3’) COX5a∆TM
SM77 (5’)/SM78 (3’) COX5aL104P
SM56 (5’)/SM101 (3’) und SM102 (5’)/SM57 (3’) COX5a(DLD1)
SM56 (5’ /SM75 (3’) und SM76 (5’)/SM57 (3’) COX5a(OXA1)
SM79 (5’)/SM80 (3’) COX5a(OXA1P106L)
Die Deletion und Insertion von Transmembrandoma¨nen wurden u¨ber entspre-
chende Primer und einer 2-Schritt Klonierung durchgefu¨hrt. Punktmutationen wur-
den mit dem Stratagene QuickChange-Kit nach Anleitung des Herstellers durch-
gefu¨hrt.
SM56 5’-GGG AAT TCA CAA TGT TAC GTA ACA CTT TTA C
SM57 5’-GGG TCG ACA TTG TAT TGG GCG GAT G
SM65 5’-GCG GCG TCT AGA ACC TTT GGC AAT AAA ACT GG
SM66 5’-GCG GCG TCT AGA GAC GCA AAG ACC ATG AAT AAG G
SM75 5’-CTA GAG TTT ACT CTG GGT TGC CTT GGT GGG GAA CTA TCG CGG
CCA CCA CCA TCC TCA TTG TTC GAA TGG CGG GTG GCC AAG
SM76 5’-CTA GCT TGG CCA CCC GCC ATT CGA ACA ATG AGG ATG GTG GTG
GCC GCG ATA GTT CCC CAC CAA GGC AAC CCA GAG TAA ACT
SM77 5’-GCT GCA GGC CTA CCA TTT TCA GTG GG
SM78 5’-CCC ACT GAA AAT GGT AGG CCT GCA GC
SM79 5’-GTT TAC TCT GGG TTG CTT TGG TGG GGA ACT ATC
SM80 5’-GAT AGT TCC CCA CCA AAG CAA CCC AGA GTA AAC
SM101 5’-GCT GAG CTC GCG ATG ACA GAG TAT TTG GCA ATA AAA CTG GAA TC
SM102 5’-CGC GAG CTC AGC TAC TCT ATT CGG TTA TTT GTT CGC TAG GAT
GGC GGG TGG CCA AGA CG
Die aus der Klonierung erhaltenen Plasmide wurden zur in vitro-Transkrip-
tion/Translation von cox5a eingesetzt.
Klonierung der pGEM3-oxa1 Konstrukte Als Ausgangsplasmid wurde ein
pGEM3-Plasmid verwendet, in welchem OXA1 mit den Restriktionsschnittstellen
BamHI und KpnI unter Kontrolle des SP6-Promotors kloniert wurde [45].
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Primerkombination oxa1-Konstrukt
SP6 (5’)/SM103 (3’) und SM104 (5’)/T7 (3’) OXA1(DLD1)
SP6 (5’ /SM105 (3’) und SM106 (5’)/T7 (3’) OXA1(COX5a)
SM77 (5’)/SM78 (3’) OXA1(COX5aL206P)
SM121 (5’)/SM122 (3’) OXA1(COX5aL206P L211P)
Es wurde die gleiche Klonierstrategie wie fu¨r die pGEM4-cox5a Plasmide ange-
wandt.
SM103 5’-GCT GAG CTC GCG ATG ACA GAG TAT CTG TTC TTA ATG CCG TGC GAG G
SM104 5’-CGC GAG CTC AGC TAC TCT ATT CGG TTA TTT GTT CGC TAA CGC ATT G
SM105 5’-CGC GAG CTC AGC TAC TCT ATT CGG TTA TTT GTT CGC TAA CGC ATT G
SM106 5’-GTT GCT GCA GGC CTA CTA TTT TCA GTG GGA CTT TTT GCT GTC
GTC AAC GCA TTG AGA CAC ATG GCT AAC
SM121 5’-CAG TGG GAC CTT TTG CTG TCG TCA GGA TGG
SM122 5’-CCA TCC TGA CGA CAG CAA AAG GTC CCA CTG
Die aus der Klonierung erhaltenen Plasmide wurden zur in vitro-Transkription
der Oxa1-Konstrukte eingesetzt.
Plasmide zur in vivo-Expression von Oxa1-Mutanten Zur Expression von
Oxa1-Mutanten in S. cerevisiae unter endogenem OXA1 -Promotor und Terminator
wurde in einer PCR-Reaktion OXA1 mit sowohl 5’ als auch 3’ flankierenden 300
Basenpaaren amplifiziert. Mithilfe eingefu¨hrter Restriktionsschnittstellen wurde so
OXA1 unter Kontrolle des endogenen Promotors und Terminators in pRS314 klo-
niert [107]. U¨ber interne Restriktionsschnittstellen in der OXA1 -Sequenz wurden die
verschiedenen oxa1 -Mutanten, welche bereits in pGEM3-Plasmiden kloniert vorla-
gen (siehe Tabelle 2.1), in das pRS314-OXA1-Plasmid eingefu¨hrt (siehe Tabelle 2.2).
2.2 Genetische Methoden
2.2.1 Verwendete Sta¨mme von E. coli
Fu¨r alle Klonierungen wurde der E. coli -Stamm DH5α verwendet. Dieser Stamm ist
fu¨r alle Vektoren auf der Basis von pUC oder pBR322 geeignet. Außerdem entha¨lt
er einen Φdlac2∆M15-Marker, der fu¨r Vektoren auf Basis von pUC eine Blau/Weiß-
Selektion ermo¨glicht.
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Plasmid Beschreibung
pRS314-OXA1 OXA1 unter endogenem Promotor und Terminator
in pRS314
pRS314-OXA1(COX5a) wie pRS314-OXA1 mit Austausch der 2. TM-
Doma¨ne von OXA1 zur TM-Doma¨ne von Cox5a
pRS314-OXA1(COX5aL206P) wie pRS314-OXA1(COX5a) mit Punktmutation
L206P
pRS314-OXA1(COX5aL206P L211P) wie pRS314-OXA1(COX5a) mit den Punktmutatio-
nen L206P sowie L211P
Tabelle 2.2 Verwendete Plasmide zur Expression von mutierten Oxa1-Proteinen
in S. cerevisiae
Fu¨r die rekombinante Proteinexpression in E. coli wurde der pETGEXCT-Vektor
im E. coli -Stamm BL21(DE3) verwendet [104]. Dieser Stamm besitzt eine chromo-
somale Kopie des IPTG-induzierbaren T7-RNS-Polymerase-Gens unter Kontrolle
des lacUV5 -Promotors und ist deshalb zur Expression von Genen unter Kontrolle
des T7-Promotors geeignet. Diesen Zellen fehlen außerdem die Proteasen Lon und
OmpT, um die u¨berexprimierten Proteine zu stabilisieren.
2.2.2 Verwendete Sta¨mme von S. cerevisiae
In Tabelle 2.3 sind alle in der Arbeit verwendeten Sta¨mme von S. cerevisiae mit
Referenz und Genotypen aufgelistet.
2.2.3 Anzucht von S. cerevisiae
Die Anzucht von Hefen erfolgte unter Schu¨tteln bei 30oC in YP-Medium (supplemen-
tiert mit 2% einer Kohlenstoffquelle [Glukose, Galaktose, Glyzerin]), auf Selektiv-
Medium oder auf Laktat-Medium. Hefen aus einer Glycerol-Stammkultur wurden
auf einer YPD-Platte bzw. einer Selektiv-Platte ausgestrichen und bei 30oC inku-
biert. Nach 2–3 Tagen wurden von dieser Platte 20 ml Medium1 angeimpft und
u¨ber Nacht inkubiert. Die Kultur wurde durch Passagieren mindestens fu¨r 2 Tage
in der logarithmischen Wachstumsphase gehalten, bevor die Hauptkultur angeimpft
wurde. Die Zellen wurden nach Erreichen einer OD578 von 1,2 bis 1,8 geerntet.
Um Glycerol-Stammkulturen herzustellen, wurden mit einer Impfo¨se Hefezellen
von einer Agarplatte in 1 ml 15%iges Glycerol u¨berfu¨hrt und bei -80oC aufbewahrt.
1Fu¨r das Animpfen von Hefekulturen wurde auch YPD-Medium verwendet, um ein schnelles
Anwachsen der Zellen zu erreichen (sofern keine Selektion erforderlich). Die Kultur wurde dann
auf Laktat- oder YPGal-Medium passagiert.
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Stamm Genotyp
BY4743 (wt) Mat a/α; his3∆1/his3∆1; leu2∆0/leu2∆0; lys2∆0/LYS2;
MET15/met15∆0; ura3∆0/ura3∆0
BY4743 (∆tim17 ) Mat a/α; his3∆1/his3∆1; leu2∆0/leu2∆0;
lys2∆0/LYS2; MET15/met15∆0; ura3∆0/ura3∆0;
TIM17::kanMX4/TIM17
BY4741 (FL Tim17) Mat a; his3∆1; leu2∆0; lys2∆0; MET15; ura3∆0;
TIM17::kanMX4; pVT100U TIM17
BY4741 (∆N Tim17) Mat a; his3∆1; leu2∆0; lys2∆0; MET15; ura3∆0;
TIM17::kanMX4; pVT100U TIM17∆N
BY4741 (∆C Tim17) Mat a; his3∆1; leu2∆0; lys2∆0; MET15; ura3∆0;
TIM17::kanMX4; pVT100U TIM17∆C
W303-A Mat a; ade2-1; his3-1,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1
W303-A(∆oxa1 ) Mat a; ade2-1; his3-1,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1;
oxa1::URA3
YPH499 [107] Mat a; ura3-52; lys2-801amber ade2 − 101ochre trp1−∆63;
his3-∆200; leu2-∆1
YPH500 [107] Mat α; ura3-52; lys2-801amber ade2− 101ochre trp1−∆63;
his3-∆200; leu2-∆1
YPH501 [107] Mat a/α; ura3-52/ura3-52; lys2-801amber lys2-
801amber ade2 − 101ochreade2-101ochre trp1−∆63/trp1-
∆63; his3-∆200/his3-∆200
Tabelle 2.3 Verwendete Hefesta¨mme
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2.2.4 Transformation von S. cerevisiae
Der entsprechende Hefestamm wurde u¨ber Nacht in YPD kultiviert und die Kultur
am na¨chsten Morgen auf eine OD578 von ungefa¨hr 0,1 verdu¨nnt (20 ml Kulturvolu-
men). Die Zellen wurden bis zu einer OD578 von 0,5 inkubiert und in einem sterilen
50 ml-Greinerro¨hrchen bei 1000 g sedimentiert. Das Zellsediment wurde mit sterilem
Wasser gewaschen und anschließend in 1 ml 100 mM Lithiumacetat in ein 1,5 ml
Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt und bei 13000 rpm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge
fu¨r 30 s sedimentiert. Der U¨berstand wurde verworfen. Danach wurden die Zellen
in 400 µl 100 mM Lithiumacetat resuspendiert und die Zellsuspension zu je 50 µl
aliquotiert. DNS (2 mg/ml) aus Lachsspermien wurde 5 min auf 95oC erhitzt und
anschließend sofort auf Eis gelagert. Ein 50 µl-Aliquot kompetenter Zellen wur-
de 1 min bei 10000 rpm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert und der U¨berstand
verworfen. Folgende Lo¨sungen wurden in dieser Reihenfolge auf das Zellsediment
gegeben: 240 µl PEG 3350 (50%), 36 µl 1 M Lithiumacetat, 25 µl einzelstra¨ngige
Lachsspermien-DNS (2 mg/ml), 50 µl steriles Wasser, in dem 0,1–10 µg der zu trans-
formierenden DNS gelo¨st war. Der Ansatz wurde 1 min kra¨ftig gemischt und unter
leichtem Schu¨tteln 30 min bei 30oC inkubiert. Darauf folgte eine 20minu¨tige Inkuba-
tion bei 42oC. Dann wurden die Hefezellen 15 s bei 6000 bis 8000 rpm abzentrifugiert
und in sterilem Wasser resuspendiert. Die Selektion erfolgreich transformierter Zel-
len erfolgte u¨ber Auxotrophiemarker auf den entsprechenden SC-Platten.
2.2.5 Test des Wachstumspha¨notyps von S. cerevisiae
Die zu testenden Hefesta¨mme wurden in 20 ml des entsprechenden Mediums u¨ber
Nacht angezogen und am Morgen auf eine OD578 von 0,1 verdu¨nnt. Die Kulturen
wurden weiter bei 30oC inkubiert. Nachdem die Zellen ausreichend dicht gewachsen
waren, wurde jeder Stamm auf eine OD578 von 0,5 bzw. 0,1 eingestellt und ausge-
hend von dieser Stammkultur eine serielle Verdu¨nnungsreihe (5 × 1:10) in Wasser
hergestellt. Pro Verdu¨nnung wurden jeweils 3 µl auf eine YPD- und YPG-Platte
aufgetragen und bei der zu untersuchenden Temperatur inkubiert.
2.3 Proteinchemische Methoden
2.3.1 Elektrophoretische Methoden
2.3.1.1 SDS-Gelelektrophorese
Proteine mit einem Molekulargewicht u¨ber 15 kDa wurden durch diskontinuierliche
SDS-PAGE nach Laemmli aufgetrennt [60]. Je nach Proteinmenge und Anforderung
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an die Auflo¨sung wurden dazu Gelsysteme mit Laufstrecken zwischen 7 und 13 cm
und Schichtdicken zwischen 0,75 und 1,0 mm verwendet. Die Volumina der Gelta-
schen lagen zwischen 20 und 50 µl. Die Gelmischung enthielt folgende Endkonzentra-
tionen fu¨r das Sammelgel: 5% Acrylamid, 0,03% oder 0,1% Bisacrylamid, 0,1% SDS,
60 mM Tris/HCl pH 6,8 und fu¨r das Trenngel: 16% Acrylamid, 0,1% oder 0,3% Bis-
acrylamid, 400 mM Tris/HCl pH 8,8, 0,1% SDS. Die Polymerisation wurde durch
Zugabe von TEMED (0,1% Endkonzentration) und APS (0,05% Endkonzentration)
gestartet. Die Proben wurden in Laemmli-Puffer aufgetragen. Die Elektrophorese
wurde bei 25–35 mA mit 380 mM Glycin, 0,1% SDS, 50 mM Tris/HCl pH 8,3 als
Laufpuffer durchgefu¨hrt. Zu jedem Lauf wurden Proteinstandardlo¨sungen aufgetra-
gen.
2.3.1.2 Harnstoff-Gelelektrophorese
Um eine bessere Auflo¨sung von kleinen Proteinen (unter 15 kDa) zu erreichen, wur-
den Proteine durch Harnstoff-Gelelektrophorese getrennt. Dabei wurden die glei-
chen Gelsysteme wie unter 2.3.1.1 verwendet. Die Gelmischung enthielt folgende
Endkonzentrationen fu¨r das Sammelgel: 5% Acrylamid, 0,06% Bisacrylamid, 33%
Harnstoff, 0,1% SDS, 120 mM Tris/HCl pH 6,8 und fu¨r das Trenngel: 18% Acryl-
amid, 0,25% Bisacrylamid, 33% Harnstoff, 0,1% SDS, 700 mM Tris/HCl pH 8,8. Die
Polymerisation wurde durch Zugabe von TEMED (0,05% Endkonzentration) und
APS (0,05% bzw. 0,1% Endkonzentration) gestartet. Als Laufpuffer wurde 50 mM
Tris/HCl pH 8,3, 200 mM Glycin und 0,1% SDS verwendet. Die Elektrophorese
wurde sonst wie unter 2.3.1.1 beschrieben durchgefu¨hrt.
2.3.1.3 Fa¨rben und Trocknen von Polyacrylamid-Gelen
Elektrophoretisch aufgetrennte Proteine wurden mit Coomassie-Blau angefa¨rbt. Da-
zu wurde das Trenngel 30–90 min in Fa¨rbelo¨sung (30% Methanol, 10% Essigsa¨ure,
0,1% Coomassie-Blau) geschwenkt, anschließend mit H2O gespu¨lt und in 30% Me-
thanol, 10% Essigsa¨ure entfa¨rbt.
Das Gel wurde entweder zwischen zwei befeuchtete Zellophanfolien gespannt und
bei RT getrocknet, oder auf ein befeuchtetes Whatman-Papier gelegt und im Gel-
trockner getrocknet.
2.3.1.4 Transfer von Proteinen auf Nitrozellulose-Membranen
Elektrophoretisch aufgetrennte Proteine wurden nach der Halbtrocken-Methode auf
eine Nitrozellulose-Membran transferiert [59, 109]. Dazu wurde das Gel auf eine
Nitrozellulose-Membran gelegt, die zwischen je zwei Whatman-Papiere in eine Blot-
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kammer geklemmt wurde. Gel, Nitrozellulose-Membran und Whatman-Papiere wur-
den dabei mit Blotpuffer durchtra¨nkt (0,02% SDS, 20 mM Tris, 150 mM Glycin, 20%
Methanol). Der Transfer der Proteine erfolgte fu¨r 75 oder 90 min zwischen zwei 15
x 15 cm großen Graphitelektroden bei 200 mA. Die Proteine wurden dann durch
Schwenken der Nitrozellulose-Membran in Ponceau S-Lo¨sung (0,2% Ponceau S in
3% TCA) und anschließendes Entfa¨rben in H2O visualisiert.
2.3.2 Autoradiographie und Densitometrie
Um radioaktiv markierte Proteine zu visualisieren und zu quantifizieren, wurde ein
Ro¨ntgenfilm auf das getrocknete Gel oder die Nitrozellulose-Membran aufgelegt und
exponiert. Die nach der Entwicklung des Films sichtbaren Banden wurden mit einem
Flachbettscanner digitalisiert und densitometrisch mit dem Programm ImageMaster
bestimmt.
2.3.3 Synthese von 35S-markierten Proteinen in vitro
Um 35S-markierte Proteine zu synthetisieren, wurden in pGEM-3 oder pGEM-4
klonierte Gene mithilfe der SP6-RNS-Polymerase transkribiert und anschließend in
Kaninchen-Retikulozytenlysat in Gegenwart von 35S-Methionin translatiert [85]. Der
Transkriptionsansatz enthielt folgende Endkonzentrationen: 4,5 mM Magnesiuma-
cetat, 1,5 mM Spermidin, 75 µg/ml BSA, 7,5 mM DTT, 375 µM ATP, CTP und
UTP, 75 µM GTP, 40 µM m7G(5’)ppp(5’)G, ca. 1,5 U/µl RNasin, 0,4 U/µl SP6-
RNS-Polymerase, 30 mM Hepes/KOH pH 7,4. In einem 50 µl -Ansatz wurden 5 µl
Plasmidlo¨sung eingesetzt. Der Reaktionsansatz wurde fu¨r 60 min bei 37oC inkubiert
und dann auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 5 µl 10 M Lithiumchlorid und 150 µl
Ethanol, wurde die RNS fu¨r 15 min bei -20oC belassen und anschließend fu¨r 30 min
bei 35000 g (+4oC) zentrifugiert. Das Pra¨zipitat wurde mit 70%igem Ethanol ge-
waschen und nach Abnehmen des U¨berstands bei RT getrocknet. Die mRNS wurde
dann in 30 µl H2O mit ca. 0,75 U/µl RNasin aufgenommen.
Die Translation in Gegenwart von 35S-Methionin wurde in Kaninchen-Retikulo-
zytenlysat mit der oben gewonnen mRNS nach Anleitung des Herstellers durch-
gefu¨hrt. Alternativ wurde auch simultane in vitro-Transkription/Translation in TNT-
Lysat nach Anleitung des Herstellers durchgefu¨hrt. Nach der Translation wurde das
Lysat fu¨r 30 min bei 100000 g (+4oC) zentrifugiert. Der U¨berstand wurde aliquo-
tiert, in flu¨ssigem N2 weggefroren und bei -80
oC aufbewahrt.
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2.3.4 Bestimmung von Proteinkonzentrationen
Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen erfolgte nach der Methode von Brad-
ford [10] mit dem Bio-Rad-Proteinassay nach Anleitung des Herstellers2.
2.3.5 Fa¨llung von Proteinen durch TCA
Um Proteine denaturierend zu fa¨llen, wurde die Proteinlo¨sung auf 12% TCA einge-
stellt. Die Probe wurde fu¨r 30 min bei 35000 g (+4oC) zentrifugiert, der U¨berstand
verworfen und das Pra¨zipitat mit 1 ml Aceton gewaschen. Nach erneuter Zentrifu-
gation fu¨r 10 min wurde das Aceton verworfen und das Pra¨zipitat fu¨r 10 min bei
RT getrocknet. Die Proteine wurden durch Zugabe von Laemmli-Puffer und kurzes
Aufkochen gelo¨st.
2.3.6 U¨berexpression und Reinigung von Proteinen
Um Proteine im mg-Maßstab zu isolieren, wurden sie als GST-Fusionsproteine bzw.
mit C-terminalen Hexahistidinresten rekombinant in E. coli exprimiert und mit-
hilfe von GSH-Sepharose bzw. Ni-NTA-Agarose aufgereinigt. Dazu wurde LBAmp-
Medium 1:200 mit einer U¨bernachtkultur angeimpft und bei 37oC unter Schu¨tteln
bis auf eine OD578 von 0,8 angezogen. Um die U¨berexpression zu induzieren, wurde
die Kultur auf 0,5 mM IPTG eingestellt und fu¨r weitere 3 h inkubiert. Die Zellen
wurden dann durch Zentrifugation fu¨r 10 min bei 5000 g (+4oC) geerntet. Lo¨sliche
Proteine wurden nach Standardprotokollen der Hersteller der Affinita¨tsmaterialien
aufgereinigt.
2.3.7 Reinigung von Proteinen aus Einschlussko¨rperchen in
E. coli
Nicht lo¨sliche Proteine, die in E. coli -Zellen u¨berproduziert werden, reichern sich
in Einschlussko¨rperchen (inclusion bodies) an. Diese lassen sich nach Zellaufschluss
durch differentielle Zentrifugation aufreinigen. Eine Vorkultur des entsprechenden
E. coli -Stammes (BL21) in Selektivmedium wurde auf OD578 0,1 in 500 ml LB
Amp
verdu¨nnt. Bei Erreichen einer OD578 von 0,5 wurde die Expression durch Zugabe von
0,5 mM IPTG induziert. Nach 2-stu¨ndiger Inkubation bei 37oC wurden die Zellen
fu¨r 15 min bei 5000 g sedimentiert. Das Zellpellet wurde in 50 mM Tris/HCl pH 8,0,
25% Sucrose in einer Konzentration von 0,5 g/ml resuspendiert und gegebenenfalls
bei -70oC gelagert. Nach Zugabe von 25 mM EDTA, 10 mM DTT, 1 mM PMSF
2Fu¨r die Bestimmung wurde eine Eichgerade mit IgG erstellt. Dafu¨r wurden die Extinktionen
bei IgG-Konzentrationen von 1,25; 2,5; 5; 10; 20 und 40 µg/ml gemessen.
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und 1% Triton X-100 wurden die Zellen auf Eis durch Ultraschallbehandlung lysiert
(Position 7, 40%ige Leistung, 3 x 10 Pulse, Microspitze mit 3 mm Durchmesser).
Zellbruchstu¨cke und Einschlussko¨rperchen wurden 30 min bei 20000 g sedimentiert.
Das Pellet wurde in 20 ml Puffer 2 (1% Triton X-100, 50 mM DTT, 20 mM Tris/HCl
pH 7,4, 1 mM EDTA und 1 mM PMSF) resuspendiert und wiederum beschallt und
zentrifugiert (s. o.). Dieses Pellet wurde in 20 ml Puffer 3 (0,1% Triton X-100,
50 mM DTT, 20 mM Tris/HCl pH 7,4, 1 mM EDTA und 1 mM PMSF) gelo¨st,
erneut beschallt und wiederum abzentrifugiert (s. o.). Dieses Sediment wurde dann
in 20 ml Puffer 4 (50 mM DTT, 20 mM Tris/HCl pH 7,4, 1 mM EDTA und 1 mM
PMSF) resuspendiert, nochmals beschallt, abzentrifugiert (s. o.) und dieses Pellet
schließlich in 0,1% SDS gelo¨st. Die Proteinkonzentration wurde bestimmt wie in
2.3.4 beschrieben und die Reinheit durch SDS-PAGE abgescha¨tzt.
2.3.8 Derivatisierung von Proteinen
2.3.8.1 Derivatisierung mit AMS
Um das Gesamtprotein von Hefezellen mit AMS zu derivatisieren, wurden wie unter
2.4.1 beschrieben Spha¨roplasten isoliert. Die Spha¨roplasten wurden in 1 M Sorbitol,
20 mM Hepes/KOH pH 7,4 resuspendiert, in flu¨ssigem N2 weggefroren und bei
−80oC gelagert. Zur Modifizierung wurden die Spha¨roplasten auf Eis aufgetaut und
100 µg wurden dann in 70 µl Derivatisierungspuffer (30 mM AMS, 0,1% Triton
X-100, 60 mM Hepes/KOH pH 7.4) gegeben. Die Proben wurden fu¨r 2 min im
Ultraschallbad behandelt und fu¨r 2 h in Dunkelheit bei RT belassen. Die Proteine
wurden dann TCA-gefa¨llt und mittels Gelelektrophorese aufgetrennt.
Um die Reaktion unter Ausschluss von O2 durchzufu¨hren, wurde der Deriva-
tisierungspuffer fu¨r 10 min mithilfe einer Vakuumpumpe entgast und dann 2 min
mit N2 durchspu¨lt. Dieser Vorgang wurde 3x durchgefu¨hrt, bevor die Spha¨roplasten
zugegeben wurde. Die Derivatisierung erfolgte wie oben beschrieben, jedoch unter
einer N2-Atmospha¨re.
2.3.8.2 Chemische Quervernetzung von Proteinen
Chemische Quervernetzungsreagenzien ko¨nnen benachbarte Proteine kovalent ver-
knu¨pfen, so dass sie zur Charakterisierung von Protein–Protein Wechselwirkungen
eingesetzt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die membranpermeablen Quer-
vernetzungsreagenzien DFDNB (1,5-Difluoro-2,4-dinitrobenzol), DSG (Disuccinimi-
dylglutarat) und MBS (m-Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)-propionat) verwendet.
Die homobifunktionellen Quervernetzer DFDNB und DSG verknu¨pfen Proteine ko-
valent u¨ber freie Aminogruppen der Lysin-Seitenketten, wa¨hrend der heterofunktio-
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nelle Quervernetzer MBS Proteine u¨ber eine freie Aminogruppe eines Lysin-Restes
mit der Sulfhydrylgruppe eines Cysteinrestes verknu¨pfen kann.
2.3.9 Quervernetzung radioaktiv markierter Vorstufenpro-
teine mit mitochondrialen Proteinen
Radioaktiv markiertes Vorstufenprotein wurde fu¨r 1–15 min bei 4–25oC in isolierte
Mitochondrien importiert. Nach Inkubation des Ansatzes auf Eis wurden 200 µM
Quervernetzer (20 mM Stammlo¨sung in DMSO) zugegeben und der Reaktionsansatz
fu¨r weitere 30 min auf Eis inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 mM
Glycin pH 8,0 gestoppt und fu¨r weitere 10 min auf Eis inkubiert. Die Mitochondrien
wurden reisoliert und mit 500 µl SHKCl-Puffer gewaschen. Anschließend wurden
sie entweder direkt in Laemmli-Puffer lysiert oder fu¨r eine Immunfa¨llung eingesetzt
(siehe unter 2.5.5) [46].
2.3.10 Gelfiltration
Mittels Gelfiltration ko¨nnen native Proteinkomplexe und Proteine aufgrund ihrer
Molekulargro¨ße aufgetrennt und analysiert werden. Dazu wurden 500 µg Mitochon-
drien reisoliert, in Lysepuffer (50 mM NaCl, 30 mM HEPES pH 7,4, 1% Digitonin)
resuspendiert und fu¨r 30 min in einem U¨berkopfschu¨ttler lysiert. Nach Zentrifuga-
tion wurde der U¨berstand auf eine mit Lysepuffer a¨quilibrierte Superose6 Gelfiltra-
tionssa¨ule geladen. Der Sa¨ulenlauf wurde mit einer Flussrate von 0,2–0,4 ml/min
durchgefu¨hrt. Die gesammelten 0,5 ml Fraktionen wurden mittels TCA-Fa¨llung
pra¨zipitiert und durch SDS-Gelelektrophorese, Proteintransfer auf Nitrocellulose-
Membranen und Immunodekoration analysiert. Die Kalibrierung der Gelfiltrations-
sa¨ule erfolgte durch entsprechende Markerproteine bekannter Gro¨ße.
2.4 Zellbiologische Methoden
2.4.1 Isolierung von Mitochondrien aus Hefe
Die Isolierung von Mitochondrien aus Hefezellen erfolgte nach der von Daum be-
schriebenen Methode [32]. Durch Zentrifugation fu¨r 5 min bei 2800 g (RT) wur-
den die Zellen geerntet. Anschließend wurden sie in H2O gewaschen, in 2 ml pro g
Feuchtgewicht 100 mM Tris, 10 mM DTT resuspendiert und fu¨r 10 min bei 30oC in
einem Erlenmeyerkolben im Schu¨ttler inkubiert. Danach wurde die Suspension er-
neut zentrifugiert (5 min, 2000 g, +4oC), die Zellen in 1,2 M Sorbitol gewaschen und
pro g Feuchtgewicht in 6,7 ml 1,2 M Sorbitol, 0,45 mg/ml Zymolyase und 20 mM
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Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 resuspendiert. Zum Verdau der Zellwand wurde die
Suspension 40–55 min bei 30oC in einem Erlenmeyerkolben geschu¨ttelt. Die Spha¨ro-
plasten wurden fu¨r 5 min bei 1100 g (+4oC) geerntet und pro g Feuchtgewicht in
6,7 ml eiskaltem Homogenisierungspuffer (0,6 M Sorbitol, 1 mM EDTA, 0,2% BSA,
1 mM PMSF, 10 mM Tris/HCl pH 7,4) resuspendiert. Die Suspension wurde in
einen Glashomogenisator gegeben und die Zellen wurden durch 10 Sto¨ße aufgebro-
chen. Der Zellaufschluss wurde mit weiteren 6,7 ml Homogenisierungspuffer pro g
Feuchtgewicht versetzt und dann fu¨r 5 min bei 2000 g (+4oC) zentrifugiert, um noch
intakte Zellen, Zellkerne und Membranen abzutrennen. Dieser Schritt wurde wieder-
holt; anschließend wurde die Suspension fu¨r 12 min bei 17000 g (+4oC) zentrifugiert,
um die Mitochondrien abzutrennen. Das Pra¨zipitat wurde in 10 ml SEH (0,6 M
Sorbitol, 1 mM EDTA, 50 mM Hepes/KOH pH 7,4) resuspendiert und fu¨r 5 min
bei 2000 g zentrifugiert. Die Mitochondrien wurden durch erneute Zentrifugation
des U¨berstands fu¨r 12 min bei 17000 g (+4oC) pra¨zipitiert und in 0,5–1,5 ml SEH
aufgenommen. Von dieser Suspension wurde eine Proteinbestimmung nach Bradford
durchgefu¨hrt. Schließlich wurde die Organellenfraktion mit SEH-Puffer auf eine Pro-
teinkonzentration von 10 mg/ml eingestellt. Die Mitochondrien wurden aliquotiert,
in flu¨ssigem N2 weggefroren und bei -80
oC gelagert.
2.4.2 Erzeugung von Mitoplasten
Mitochondrien, deren a¨ußere Membran selektiv geo¨ffnet wurde, werden als Mito-
plasten bezeichnet. Um Mitoplasten zu erzeugen, wurde die Außenmembran von
Mitochondrien selektiv durch hypotones Schwellen geo¨ffnet, wobei die Innenmem-
bran intakt blieb. Dazu wurden Mitochondrien in SEH-Puffer in der Regel 1:10 bis
1:20 in 20 mM HEPES/KOH pH 7,4 in Anwesenheit von 2 mM ATP verdu¨nnt und
fu¨r 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Mitoplasten durch Zentrifu-
gation reisoliert (15000 g, 10 min, 4oC) und analog wie Mitochondrien eingesetzt.
Anhand von entsprechenden Markerproteinen kann die Effizienz der Mitoplastierung
in einem Western Blot kontrolliert werden.
2.4.3 Import von Proteinen in Mitochondrien
Importexperimente von Proteinen in Mitochondrien wurden in folgendem Puffer
durchgefu¨hrt: 3% BSA, 0,5 M Sorbitol, 80 mM Kaliumchlorid, 10 mM Magnesium-
acetat, 2 mM Kaliumphosphat, 2,5 mM EDTA, 2,5 mM Manganchlorid, 50 mM
Hepes/KOH pH 7,4. Alle Importreaktionen wurden in Anwesenheit von 2 mM ATP
und 2 mM NADH durchgefu¨hrt. Fu¨r eine typische Importreaktion wurden 25–75 µg
Mitochondrien mit 0,5–1,5 µl Retikulozytenlysat bei 25oC fu¨r 10–30 min inkubiert.
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Die Reaktion wurde durch 1:10-Verdu¨nnung in kalten SH-Puffer (0,6 M Sorbitol,
20 mM Hepes/KOH pH 7,4) mit 1 µM Valinomycin gestoppt. Zum O¨ffnen der a¨uße-
ren Mitochondrienmembran durch hypotones Schwellen wurde der Reaktionsansatz
in 20 mM Hepes/KOH pH 7,4 1:10 verdu¨nnt und fu¨r 30 min auf Eis inkubiert. Um
zuga¨ngliche Proteine zu verdauen, wurden die Proteasen PK oder Trypsin in den
angegebenen Konzentrationen zugesetzt (meist 50–100 µg/ml). Der Verdau wurde
20–30 min durchgefu¨hrt und mit Zugabe von 2 mM PMSF bzw. dem 10-fachen
U¨berschuss an STI gestoppt. Die Mitochondrien wurden dann durch Zentrifuga-
tion fu¨r 10 min bei 25000 g (+4oC) pra¨zipitiert. Der U¨berstand wurde verworfen,
die Mitochondrien in SH/KCl (0,6 M Sorbitol, 80 mM Kaliumchlorid, 20 mM He-
pes/KOH pH 7,4) resuspendiert und erneut pra¨zipitiert. Die Mitochondrien wurden
dann in Laemmli-Puffer aufgenommen und die Proteine mittels Gelelektrophorese
aufgetrennt.
Fu¨r den Import von rekombinant gewonnenem pSu9(1-69)-DHFR in isolierte
Mitochondrien wurde ein ATP-regenerierendes System angewandt. Dazu wurde der
Importansatz auf 2,5 mM Malat, 2,5 mM Succinat, 5 mM CP und 35 U/ml CK
eingestellt und vor der Importreaktion 5 min bei 25oC inkubiert. Um Mitochondri-
en in ATP zu depletieren, wurden die Mitochondrien vor Zugabe der Proteine fu¨r
10 min bei 25oC mit 25 U/ml Apyrase inkubiert, anschließend 5 min auf Eis gestellt
und fu¨r die Importreaktion eingesetzt.
2.4.4 Bestimmung von Enzymaktivita¨ten
Zur Bestimmung mitochondrialer Enzymaktivita¨ten wurden Ansa¨tze gewa¨hlt, in de-
nen der Substratumsatz photometrisch bestimmt werden konnte. Die Mitochondrien
wurden in 0,5% Triton X-100, 50 mM Tris/HCl pH 7,4 resuspendiert und fu¨r 5 min
bei +4oC geschu¨ttelt. Von diesem Lysat wurde in den Messungen ein solches Vo-
lumen eingesetzt, um Extinktionsa¨nderungen von 0,015–0,060 pro min zu erhalten.
Anhand dieser Extinktionsa¨nderungen wurden nach dem Lambert-Beerschen Gesetz
die Enzymaktivita¨ten berechnet.
2.4.4.1 Bestimmung der Malatdehydrogenase-Aktivita¨t
MDH katalysiert die Reaktion von Malat zu Oxalacetat. Bei der Umsetzung fungiert
NAD+ als Elektronenakzeptor, wodurch NADH entsteht. Das NADH kann photo-
metrisch bei 340 nm bestimmt werden [27]. Die Messung wurde bei 30oC in einem
Volumen von 1000 µl und folgenden Endkonzentrationen durchgefu¨hrt: 85 mM Ma-
lat, 2,44 mM NAD+, Glycin/NaOH pH 10,0. Der Extinktionskoeffizient von NADH
bei 340 nm betra¨gt 6220 M−1 · cm−1.
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2.4.4.2 Bestimmung der NADH-Cytochrom c-Reduktase-Aktivita¨t
Cytochrom c Reduktase katalysiert die Reduktion von Cytochrom c mit NADH als
Elektronendonor. Die Reduktion von Cytochrom c kann u¨ber ein Differenzspektrum
photometrisch bei 550 nm beobachtet werden. Die Messung wurde bei 25oC in ei-
nem Volumen von 1000 µl und folgenden Endkonzentrationen durchgefu¨hrt: 0,08%
Cytochrom c, 0,1 mM NADH, 0,1 mM KCN, 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5. In
einem Zweistrahlphotometer wurde eine Ku¨vette als Referenz eingesetzt und die
zweite Ku¨vette mit 20–50 µg Mitochondrienextrakt versetzt. Die Anfangssteigung
der Reaktion wurde ermittelt und daraus die spezifische Aktivita¨t berechnet. Der
Extinktionskoeffizient von Cytochrom c bei 550 nm betra¨gt 18,5 mM−1 · cm−1.
2.4.4.3 Bestimmung der Cytochrom c-Oxidase-Aktivita¨t
Cytochrom c-Oxidase katalysiert die Oxidation von Cytochrom c mit Sauerstoff
als Elektronenakzeptor. Bei der Messung der Cytochrom c-Oxidase-Aktivita¨t wurde
die Oxidation von Cytochrom c bei 550 nm in einem Differenzspektrum verfolgt.
Eine 1%ige Cytochrom c-Lo¨sung (in 20 mM Kaliumphosphat pH 7,5) wurde mit
Natriumdithionit vollsta¨ndig reduziert (Farbumschlag von orange-rot nach pink).
920 µl Phosphatpuffer (20 mM Kaliumphosphat pH 7,5) und 80 µl der reduzierten
Cytochrom c-Lo¨sung wurde in einer 1 ml Ku¨vette gemischt und mit 1 µl Mito-
chondriensuspension versetzt. Aufgrund des osmotischen Schocks platzten die Mi-
tochondrien auf, wodurch die Enzymkomplexe in der inneren Membran zuga¨nglich
werden. Die Anfangssteigung der Reaktion wurde ermittelt und die spezifische Ak-
tivita¨t berechnet. Der Extinktionskoeffizient von Cytochrom c bei 550 nm betra¨gt
18,5 mM−1 · cm−1.
2.4.4.4 Bestimmung der mitochondrialen ATP-Synthase-Aktivita¨t
Die mitochondriale ATP-Synthase (F1F0-ATPase) katalysiert die Phosphorylierung
von ADP zu ATP, wobei der Protonengradient u¨ber die Innenmembran die elektro-
chemische Energie liefert. Experimentell wird die Ru¨ckreaktion, somit die Hydrolyse
von ATP zu ADP und Pi, beobachtet. Phosphat kann durch die Bildung eines Kom-
plexes mit Ammoniumheptamolybdat nachgewiesen werden, welches in der Lage ist,
Malachitgru¨n zu oxidieren [61, 62]. Dies wird photometrisch bei 640 nm verfolgt. Um
die Integrita¨t des F1F0-ATPase-Komplexes zu testen und um die Aktivita¨t anderer
unspezifischer ATPasen zu beru¨cksichtigen, wird die Messung in An- und Abwesen-
heit von Oligomycin durchgefu¨hrt.
Es wurden 10, 50 und 100 µg Mitochondrien sedimentiert und in 475 µl 0,2 M
KCl, 2 mM MgCl2, 10 mM Tris/HCl pH 8,2 resuspendiert. Es wurden entweder
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6 µl Oligomycin-Stammlo¨sung (1 mg/ml Oligomycin in Ethanol) oder 6 µl Ethanol
zugesetzt und fu¨r 3 min bei 30oC inkubiert. Die Hydrolysereaktion wurde durch
Zugabe von 6,5 µl 200 mM ATP3 (pH 7,4) gestartet. Fu¨r 2 min wurden alle 10 s
50 µl Probe entnommen, sofort mit 800 µl Fa¨rbereagenz (siehe unten) versetzt und
nach 2 min 100 µl Zitronensa¨ure-Stammlo¨sung zugegeben. Die Ansa¨tze wurden bei
RT fu¨r weitere 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Absorption wurde bei
640 nm gegen einen Leerwert bestehend aus 800 µl Farbreagenz mit 100 µl einer
34%igen Zitronensa¨urestammlo¨sung gemessen. Die Phosphatkonzentration wurde
anhand einer Eichkurve4 von 0–15 µM Kaliumphosphat pH 7,4 bestimmt und die
ATPase-Aktivita¨t ermittelt. Die Differenz aus der Gesamt-ATPase-Aktivita¨t und
der nicht mit Oligomycin hemmbaren ATPase-Aktivita¨t ergab die oligomycinsensi-
tive ATPase-Aktivita¨t.
Farbreagenz
Farbreagenz A 340 mg Malachitgru¨n in 75 ml H2O
Farbreagenz B 10,5 g Ammoniumheptamolybdat in 250 ml 4 M HCl
Beide Farbreagenzlo¨sungen (A & B) wurden gemischt, auf 1 l aufgefu¨llt und 1 Stunde
auf Eis inkubiert. Die Lo¨sung wurde filtriert und direkt vor der Messung wurden
50 ml Farbreagenz mit 250 µl 20% Triton X-100 versetzt.
2.4.5 Messung des Membranpotentials in Mitochondrien
Zur Messung des Membranpotentials isolierter Mitochondrien wurde der Fluores-
zenzfarbstoff 3,3´-Dipropylthiodicarbocyanin (DiSC3[5]) verwendet. Der kationische
Farbstoff wird membranpotentialabha¨ngig in Mitochondrien aufgenommen, was eine
Abnahme des vom Farbstoff emittierten Fluoreszenzsignals zur Folge hat. Die Ho¨he
der Abnahme des Fluoreszenzsignals korreliert mit der Ho¨he des Membranpoten-
tials. Dies erlaubt den Vergleich der relativen Membranpotentiale unterschiedlicher
Mitochondrienpra¨parationen. In einem Fluoreszenzspektrophotometer wurden in ei-
ner Ku¨vette zu 3 ml Meßpuffer (0,6 M Sorbitol, 0,1% BSA, 0,5 mM EDTA, 20 mM
Kaliumphosphat pH 7,2) 0,7 µM DiSC3[5] (10 µl einer 200 µM Lo¨sung in DMSO)
zugegeben. Zu dieser Lo¨sung wurden 10 µg/ml isolierte Mitochondrien (3 µl einer
10 mg/ml Suspension) hinzugegeben und sofort gemischt. Die Fluoreszenzabnahme
wurde bis zu einem stabilen Signal verfolgt (1 bis 5 min) und anschließend das Mem-
3Aufgrund der Spontanhydrolyse von ATP sollte frisches ATP von hoher Reinheit verwendet
werden.
4Es wurde hierfu¨r eine Eichkurve aus 0, 1,5 µM, 3 µM, 6 µM, 9 µM, 12 µM und 15 µM
Kaliumphosphat erstellt.
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Antiko¨rper Beschreibung
αHis6 gegen Hexahistidinrest
αTim17 gegen GST-Tim17
αTim17C− term gegen den C-Terminus von Tim17 (AS 147-158)
αTim23 gegen den N-Terminus von Tim23 (AS 1–15)
αCytb2 gegen rekombinantes Cytb2
αMge1 gegen rekombinantes Mge1
Tabelle 2.4 Verwendete Antiko¨rper
branpotential durch Zugabe von 3 µl Valinomycin (10 mM) und 3 µl Kaliumcyanid
(1 M) zersto¨rt.
2.5 Immunologische Methoden
2.5.1 Herstellung spezifischer Antiseren in Kaninchen
Zur Herstellung von polyklonalen Antiseren wurden Kaninchen mit rekombinant
gewonnenen Proteinen immunisiert. Aus dem Kaninchenblut wurde das Serum ge-
wonnen. Fu¨r die Erstinjektion wurden 200 µg Protein in einem Volumen von 250 µl
1:1 mit TiterMax versetzt und 3 min auf dem Vortex-Gera¨t gemischt. Die Emulsi-
on wurde in 3 Portionen subkutan in den Nackenbereich des Kaninchens injiziert.
Weitere Injektionen folgten im Abstand von 4 Wochen, wobei an Stelle von Ti-
terMax unvollsta¨ndiges Freundsches Adjuvans verwendet wurde. 10–12 Tage nach
jeder Injektion, außer der Erstinjektion, wurde dem Kaninchen 10–30 ml Blut aus
der Ohrvene entnommen. Nach der Gerinnung des Blutes bei RT (∼60 min) wur-
de das Serum durch zweimalige Zentrifugation gewonnen (5 min bei 3000 g, dann
15 min bei 20000 g). Anschließend wurde der U¨berstand zur Inaktivierung des Kom-
plementsystems fu¨r 20 min auf 56oC erhitzt und bei -20oC gelagert.
2.5.2 Verwendete Antiko¨rper
Alle gegen Proteine von S. cerevisiae verwendeten Antiko¨rper wurden durch Immu-
nisierung von Kaninchen gewonnen. Der His6-Antiko¨rper wurde kommerziell bezo-
gen (Qiagen, Hilden bzw. Amersham Biosciences Europe, Freiburg). In Tabelle 2.4
sind die wichtigsten der in der Arbeit verwendeten Antiko¨rper mit Beschreibung
aufgefu¨hrt. Die polyklonalen Seren wurden fu¨r Westernblot-Analysen und Immun-
fa¨llungen eingesetzt.
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2.5.3 Affinita¨tsreinigung von Antiko¨rpern
Um eine hohe Spezifita¨t in immunologischen Experimenten zu erhalten, wurden
Antiko¨rper mittels Affinita¨tschromatographie aus Serum aufgereinigt. Dazu wur-
de zuna¨chst das Antigen an CNBr-aktivierte Sepharose gebunden. Zur Aktivierung
des Sa¨ulenmaterials wurden 0,24 g Sepharose in 10 ml 1 mM HCl suspendiert, fu¨r
10 min bei RT u¨ber Kopf geschu¨ttelt und 3x in je 10 ml 1 mM HCl gewaschen.
1,5 mg des gereinigten Proteins in einem Volumen von 3 ml wurden bei folgen-
den Endkonzentrationen mit dem aktivierten Sa¨ulenmaterial versetzt: 0,25% SDS,
500 mM Natriumchlorid, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA, 100 mM Natriumhydrogen-
carbonat pH 8,3. Die Suspension wurde fu¨r 1,5 h bei RT u¨ber Kopf geschu¨ttelt
und das Sa¨ulenmaterial wurde 3x mit je 3 ml 500 mM Natriumchlorid, 100 mM
Natriumhydrogencarbonat pH 8,3 gewaschen. Anschließend wurde die Sepharose in
5 ml 100 mM Tris/HCl pH 8,0 resuspendiert, fu¨r 2 h bei RT belassen und auf eine
Sa¨ule mit Fritte gegeben. Die Sa¨ule wurde mit je 5 ml 500 mM Natriumchlorid,
100 mM Natriumacetat pH 4,0 und 500 mM Natriumchlorid, 100 mM Tris/HCl
pH 8,0 gewaschen (mit einer Laufgeschwindigkeit von 3 ml/min). Dieser Vorgang
wurde insgesamt 3x durchgefu¨hrt, bevor die Sa¨ule dann mit 5 ml 10 mM Natrium-
azid, 100 mM Tris/HCl pH 8,0 gewaschen und gelagert wurde (bei +4oC).
Um die Antiko¨rper an die Sepharose zu binden, wurde die Sa¨ule mit je 10 ml der
folgenden Puffer gewaschen: 10 mM Tris/HCl pH 7,5; 100 mM Glycin/HCl pH 2,5;
10 mM Tris/HCl pH 8,8; 100 mM Natriumphosphat pH 11,5; 10 mM Tris/HCl
pH 7,5. Zu 4 ml Serum wurden 16 ml 10 mM Tris/HCl pH 7,5 gegeben und die
Lo¨sung wurde auf folgende Konzentrationen eingestellt: 1 mM PMSF, 1 mM EDTA,
2 mM EGTA, 0,5 mM o-Phe, 1 µg/ml Leupeptin. Das Serum wurde 3x mit einer
Laufgeschwindigkeit von 1 ml/min u¨ber die Sa¨ule gegeben und zuna¨chst mit 20 ml
10 mM Tris/HCl pH 7,5, dann mit 20 ml 500 mM Natriumchlorid und schließlich
mit 20 ml 10 mM Tris pH 7,5 gewaschen.
Die Elution wurde in 1 ml-Schritten mit folgenden Puffern durchgefu¨hrt: 10 ml
Citrat pH 4,0; 10 ml 100 mM Glycin/HCl pH 2,5; 10 ml 10 mM Tris/HCl pH 8,8
(wurde verworfen); 10 ml Natriumphosphat pH 11,5 (wurde verworfen); 10 ml 10 mM
Tris/HCl pH 7,5 (wurde verworfen). Die Fraktionen wurden mit 1 M Tris bzw. 1 M
Glycin pH 2,2 neutralisiert, bei -20oC weggefroren und gelagert. Die Anwesenheit
von Antiko¨rpern in den einzelnen Fraktionen wurde durch Gelelektrophorese und
anschließende Coomassieblau-Fa¨rbung kontrolliert.
36 KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN
2.5.4 Immunologischer Nachweis von Proteinen auf Nitro-
zellulose-Membranen (Western Blot)
Um nach dem elektrophoretischen Transfer von Proteinen auf eine Nitrozellulose-
Membran unspezifische Bindungsstellen abzusa¨ttigen, wurde die Membran fu¨r min-
destens 30 min in einer Proteinlo¨sung (3% Milchpulver oder BSA in TBS (siehe
Kapitel 2.7)) geschwenkt. Anschließend folgte die Immundekoration mit Antiserum
oder gereinigtem Antiko¨rper (in 3% Milchpulver oder BSA in TBS) fu¨r mindes-
tens 1,5 h bei RT oder u¨ber Nacht. Antiseren wurden in Verdu¨nnungen von 1:500
bis 1:5000 und affinita¨tsgereinigte Antiko¨rper in Verdu¨nnungen von 1:150 bis 1:500
eingesetzt. Die erste Dekoration wurde bei RT oder u¨ber Nacht bei 4oC durch-
gefu¨hrt. Danach wurde die Nitrozellulose gewaschen (1x 10 min in TBS mit 0,05%
Triton X-100, 2x 10 min in TBS) und fu¨r 30–60 min mit einem Antiko¨rperkon-
jugat von IgG gegen Kaninchen (bzw. Maus bei monoklonalen Antiko¨rpern) und
Meerrettich-Peroxidase inkubiert (1:10000 in 3% Milchpulver oder BSA in TBS).
Die Membran wurde erneut gewaschen (1x 10 min in TBS mit 0,05% Triton X-100,
2x 10 min in TBS) und fu¨r 1 min mit Luminol-Reagenz (1,1 mM Luminol, 0,2 mM
Cumarinsa¨ure, 0,25 mM H2O2, 100 mM Tris/HCl pH 8,5) durchtra¨nkt. Anschlie-
ßend wurde die Nitrozellulose zwischen zwei transparente Folien gelegt und 1 s bis
10 min auf Ro¨ntgenfilmen exponiert.
2.5.5 Immunpra¨zipitation unter stringenten Bedingungen
Um Interaktionen mitochondrialer Proteine mit kovalent gebundenen Partnerprote-
inen nachzuweisen, wurden typischerweise 50–200 µg Mitochondrien in 20 µl SDS-
Puffer (1% SDS, 100 mM Tris/HCl pH 7,4, 2 mM PMSF) resuspendiert und fu¨r
15 min bei 4oC geschu¨ttelt. Das solubilisierte Material wurde 20-fach mit Lysepuffer
(0,1% Triton X-100, 150 mM Natriumchlorid, 1 mM PMSF, 20 mM Tris/HCl pH 7,4)
verdu¨nnt und kurz geschu¨ttelt. Dieses Lysat wurde fu¨r 30 min bei 47000 g (4oC)
zentrifugiert und der U¨berstand wurde fu¨r die Immunpra¨zipitations-Experimente
eingesetzt.
Fu¨r die Immunfa¨llung wurden 40 µl 50%ige PA-Sepharose (in 10 mM Tris/ HCl
pH 7,4 gewaschen) in 100 µl Lysepuffer gegeben und mit 5–10 µl Serum oder 20–
40 µl gereinigtem Antiko¨rper versetzt. Die Suspension wurde fu¨r 1 h bei 4oC u¨ber
Kopf geschu¨ttelt. Die PA-Sepharose wurde dann in Lysepuffer gewaschen.
Das oben gewonnene Lysat wurde mit der antiko¨rperbeladenen PA-Sepharose
versetzt und 1–2 h bei 4oC u¨ber Kopf geschu¨ttelt. Die PA-Sepharose wurde 2x in
Lysepuffer und ein weiteres Mal in Lysepuffer ohne Detergens gewaschen, bevor die
Proteine durch Zugabe von 30 µl Laemmli-Puffer abgelo¨st wurden.
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2.5.6 Koimmunpra¨zipitation
Die Lyse der Mitochondrien und die Immunfa¨llung erfolgte unter milden Konditio-
nen in Lysepuffer (50 mM NaCl, 30 mM HEPES pH 7,4, 1% Digitonin), wobei die
Detergenskonzentration in den spa¨teren Waschschritten auf 0,05% reduziert wur-
de. Zur Solubilisierung wurden die Mitochondrien [2 mg/ml] fu¨r 30 min im U¨ber-
kopfschu¨ttler bei 4oC in Lysepuffer (mit 2 mM PMSF) inkubiert. Nach Abtrennung
der unlo¨slichen Komponenten durch Zentrifugation (100000 g, 30 min, 4oC) wurde
der U¨berstand auf die an die PA-Sepharose gekoppelten Antiko¨rper gegeben. Die
Koimmunpra¨zipitation wurde anschließende analog der Immunpra¨zipitation durch-
gefu¨hrt.
2.6 Computergestu¨tze Methoden
2.6.1 Hydrophobizita¨t von Transmembrandoma¨nen
Fu¨r die Berechnung der minimalen und maximalen Hydrophobizita¨t sowie der He-
lizita¨t von Transmembrandoma¨nen wurden die ProtScale Tools (ExPASy, Swiss In-
stitute of Bioinformatics) verwendet. Die vorhergesagten Transmembrandoma¨nen
sowie die 5 flankierenden Aminosa¨uren wurden in einem 17 Aminosa¨uren umfassen-
den Fenster fu¨r die Berechnungen eingesetzt.
2.6.2 Generierung von Strukturmodellen
Mit den Programmpaketen MAIN und MOLSCIPT wurden mo¨gliche Modelle der N-
terminalen Regionen von Tim17 generiert. Die Struktur wurde anhand der mo¨glichen
Topologie des N-Terminus von Tim17 aufgebaut, um eine potentielle intermolekulare
Interaktion zu verdeutlichen. Transmembrandoma¨nen sowie der N-Terminus von
Tim17 wurden als α-Helices angedeutet.
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2.7 Puffer und Medien
Laktat-Medium: 3 g/l Hefeextrakt, 1 g/l Galaktose, 1 g/l Kaliumphosphat
1 g/l Ammoniumchlorid, 0,5 g/l Kalziumchlorid
0,5 g Natriumchlorid, 0,6 g/l Magnesiumsulfat, 0,3 ml/l
Eisen(III)chlorid (1%), 2% Laktat, pH 5,5 mit KOH
Laemmli-Puffer: 2% SDS, 5% β-Mercaptoethanol, 10% Glycerol,
0,02% Bromphenolblau, 60 mM Tris/HCl pH 6,8
LB-Medium: 10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Hefeextrakt,
10 g/l Natriumchlorid
LBAmp-Medium: LB-Medium mit 100 µg/ml Amp
LB-Platten: 10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Hefeextrakt,
10 g/l Natriumchlorid, 1,5% Agar
LBAmp-Platten: LB-Platten mit 100 µg/ml Amp
PBS: 16 mM Natriumhydrogenphosphat, 4 mM Kalium-
dihydrogenphosphat, 115 mM Natriumchlorid
SEH: 0,6 M Sorbitol, 1 mM EDTA, 80 mM Hepes/KOH pH 7,4
Selektiv-Medium: 0,17% Yeast Nitrogen Base ohne Aminosa¨uren,
0,5% (NH4)2SO4, 2% Glukose oder 2%Galaktose
supplementiert mit entspr. Auxotrophiemarkern
Selektiv-Platten: Selektiv-Medium mit 2% Agar (SC-Platten)
SOB-Medium: 20 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Hefeextrakt,
0,58 g/l Natriumchlorid, 0,19 g/l Kaliumchlorid
SOC-Medium: SOB-Medium supplementiert mit 20 mM Glukose,
10 mM Magnesiumchlorid
TBS-Puffer: 150 mM Natriumchlorid, 10 mM Tris/HCl pH 7,5
TE-Puffer: 1 mM EDTA, 10 mM Tris/HCl pH 8,0
YP-Medium: 1% Hefeextrakt, 2% Bacto-Pepton, pH 5,5 mit HCl
YP-Platten: 2% Hefeextrakt, 4% Bacto-Pepton,
2% Agar, pH 5,5 mit HCl
YPD-Medium: YP-Medium mit 2% Glukose
YPD-Platten: 2% Hefeextrakt, 4% Bacto-Pepton, 2% Glukose
2% Agar, pH 5,5 mit HCl
YPG-Medium: YP-Medium mit 3% Glyzerin
YPG-Platten: 2% Hefeextrakt, 4% Bacto-Pepton, 3% Glyzerin
2% Agar, pH 5,5 mit HCl
YPGal-Medium: YP-Medium mit 2% Galaktose
YPGal-Platten: 2% Hefeextrakt, 4% Bacto-Pepton, 2% Galaktose
2% Agar, pH 5,5 mit HCl
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2.8 Chemikalien und Verbrauchsmaterial
Agfa-Gevaert,
Agfa, Mu¨nchen: Entwickler, Fixierer fu¨r Ro¨ntgenfilme
Amersham Biosciences,
Freiburg: m7G(5’)ppp(5’)G, PA-Sepharose,
CNBr-aktivierte Sepharose
Behring-Werke, Marburg: Freunds inkomplettes Adjuvans
Bio-Rad, Hercules, USA: Bio-Rad-Proteinassay, Anti-Kaninchen-IgG-
gekoppelte Meerrettich-Peroxidase
Calbiochem, Merck,
Darmstadt: Digitonin
CyrRX, Norcross, USA: TiterMax
Difco, Detroit, USA: Bacto-Agar, Bacto-Pepton, Bacto-Trypton,
Hefeextrakt, Yeast Nitrogen Base
Finnzyme, Espoo,
Finnland: Taq-DNS-Polymerase mit Puffer (DyNAzyme II,
aus Thermus brockianus, rekombinant)
Genomed,
Bad Oeynhausen: Jetstar-Kit
GIBCO-BRL,
Karlsruhe: Agarose
ICN, Costa Mesa, USA: 35S-Methionin
Invitrogen, Karlsruhe: E. coli DH5α, pCR-TOPO
Kodak, Rochester, USA: Biomax MR-1 Filme
Metabion, Mu¨nchen: Oligonukleotide
Molecular Probes,
Eugene, USA: AMS, DiSC3[5]
New England Bio-
labs, Beverly, USA: Restriktionsenzyme mit Puffer, T4-Ligase
Novagen, Madison, USA: E. coli BL21(DE3) und BL21(DE3)pLysS
Pierce, Rochester,
USA: Quervernetzungsreagenzien
Promega, Heidelberg: Pfu-DNS-Polymerase (aus Pyrococcus furiosus),
SP6-RNS-Polymerase, SP6- und T7-Primer,
RNasin (Ribonuclease Inhibitor)
pGEM-Vektoren, Retikulozytenlysat
Qiagen, Hilden: Kit QIAquick, Ni-NTA-Agarose
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Roche Diagnostics,
Mannheim: SAP, CK, PK, dNTPs
Schleicher & Schuell,
Dassel: Nitrozellulose-Membranen, Filterpapier
Seikagaku Kogyo,
Tokyo, Japan: Zymolyase 20T
Serva, Heidelberg: Bisacrylamid, SDS, Bromphenolblau, Lysozym
Sigma, Mu¨nchen: Trypsin (Typ XIII aus Rinderpankreas), STI,
BSA (fettsa¨urefrei), Leupeptin, PMSF
Sigma-ARK, Darmstadt: Oligonukleotide
Stratagene,
La Jolla, USA: QuickChange-Kit
Feinchemikalien wurden je nach Verwendungszweck in den Qualita¨ten
”
reinst“,
”
zur Analyse“ oder
”
fu¨r biochemische Zwecke“ nach der Spezifikation von Merck,
Darmstadt bezogen.
2.9 Gera¨te
Amersham Biosciences,
Freiburg: Spannungsversorgung, Flachbettscanner ImageScanner,
Quantifizierungsprogramm ImageMaster,
Chromatographiesysteme und Sa¨ulen
Beckman Coulter,
Krefeld: Ku¨hlzentrifugen (Avanti), Ultrazentrifugen (Optima)
Bio-Rad, Hercules, USA: Elektroporationsgera¨t Gene Pulser
Appligene, Heidelberg: Agarosegel Imaging-System
Elma, Singen: Ultraschallbad Transsonic 310
Eppendorf, Hamburg: Schu¨ttler, Thermostate, Tischzentrifugen
Gradienten-PCR-Maschine Mastercycler Gradient
Institutswerkstatt,
Mu¨nchen: Semidry-Blot-Apparaturen, Elektrophoresekammern,
U¨berkopf-Schu¨ttler
Kontron Instruments,
Watford, Großbritannien: Spektrophotometer Uvikon 930
Memmert, Hannnover: Inkubatoren, Wa¨rmeschra¨nke
MWG Biotech, Ebersberg: PCR-Maschine Primus
Sigma Laborzentrifugen,
Osterode: Tisch-Ku¨hlzentrifugen
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Spex Industries,
Edison, USA: Spektrofluorometer Spex FluoroMax
Vacuumbrand, Wertheim: Vakuumpumpe PC 2001 Vario
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Kapitel 3
Ergebnisse
3.1 Charakterisierung von Tim17
Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war u¨ber die Struktur und Funktion von Tim17
nur sehr wenig bekannt. Das essentielle Tim17 geho¨rt zu einer Familie von phylo-
genetisch verwandten Translokationskomponenten der mitochondrialen Innenmem-
bran (TIMs) mit jeweils vier Transmembrandoma¨nen, der Tim17, Tim23 und Tim22
angeho¨ren. Tim17-Homologe von Tieren, Pilzen und Pflanzen zeigen sehr hohe Se-
quenzidentita¨t. Dagegen weist Tim23 einen geringeren Grad der Konservierung auf,
wobei sich die N-terminale Rezeptordoma¨ne zwischen verschiedenen Organismen
besonders stark unterscheidet.
In Komplementationsstudien konnte gezeigt werden, dass das Tim23-Protein
von N. crassa einen S. cerevisiae tim23 -Deletionsstamm komplementiert, wogegen
N. crassa Tim17 eine S. cerevisiae tim17 -Deletion nicht komplementieren kann (De-
jana Mokranjac, perso¨nliche Mitteilung). Demnach stellt die Assemblierung oder
die Funktion von Tim17 ho¨here strukturelle Anspru¨che an die Komplexpartner als
Tim23. Die bisherigen Erkenntnisse deuten auf eine zentrale Funktion von Tim17 in
der TIM23-Translokase hin, was den Ausgangspunkt fu¨r diese Arbeit darstellt.
Beinahe die Ha¨lfte aller Aminosa¨uren zwischen dem humanen Tim17 und dem
Tim17 in S. cerevisiae sind identisch (Abbildung 3.1). Diese hohe Sequenzidentita¨t
und speziell lokale Bereiche hoher Konservierung wurden als Grundlage fu¨r eine
Deletionsanalyse entsprechender N- und C-terminaler Regionen herangezogen. Beide
Termini sind im Intermembranraum lokalisiert, wobei der N-Terminus eine besonders
hohe Konservierung aufweist.
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Abbildung 3.1 Tim17 ist ein stark konserviertes Membranprotein. A Aminosa¨ure-
sequenzvergleich von Tim17 Proteinen aus S. cerevisiae (S.c.) [23, 66], Schizosaccharomy-
ces pombe (S.p.), N. crassa (N.c.), Arabidopsis thaliana (A.t.) [77], Caenorhabditis elegans
(C.e.) und den beiden humanen Tim17-Homologen Tim17A und Tim17B (H.s.A und H.s.B).
Von der Tim17-Sequenz von Arabidopsis sind nur die Aminosa¨urereste 1–185 aufgefu¨hrt. Die
Ziffern weisen die entsprechenden Nummern der Aminosa¨urereste der jeweiligen Sequenz zu,
und die Linien unterhalb der Sequenzen repra¨sentieren die vier vorhergesagten Transmem-
brandoma¨nen (TM1–TM4). Identische oder a¨hnliche Aminosa¨uren sind durch schwarze bzw.
graue Hinterlegung hervorgehoben. B Modellhafte Topologie von S. cerevisiae Tim17. Iden-
tische oder a¨hnliche Aminosa¨uren, die zwischen Mensch, Arabidopsis und Hefe konserviert
sind, werden durch schwarze bzw. graue Kreise symbolisiert. IMR: Intermembranraum
C Es wurden die homologen Sequenzen von Tim17 und Tim23 von S. cerevisiae, Arabidopsis
und Homo sapiens einem Aminosa¨uresequenzvergleich unterzogen. Dieser Sequenzvergleich
wurde in Blo¨cke von jeweils zehn Aminosa¨ureresten unterteilt und die absolute Anzahl der
konservierten Reste in allen drei Organismen pro Block berechnet. Darunter sind die je
vier Transmembrandoma¨nen der beiden Proteine symbolisiert. Der Vergleich von Tim17 mit
Tim23 zeigt den hohen Grad an Konservierung großer Teile von Tim17.
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Abbildung 3.2 Tetradenanalyse von Tim17-Deletionsmutanten. In dem diplo-
iden Hefestamm BY4743 wurde zuna¨chst eine genomische Kopie von TIM17 disruptiert und
dieser Stamm mit Plasmiden transformiert, von denen unterschiedliche Tim17-Mutanten ex-
primiert wurden. Nach Sporulation wurden die Sta¨mme einer Tetradenanalyse unterzogen.
Tim17FL: Tim17 Aminosa¨urereste 1-158, Tim17∆N: Tim17 Aminosa¨urereste 12-158,
Tim17∆C: Tim17 Aminosa¨urereste 1-134, Tim17∆N∆C: Tim17 Aminosa¨urereste 12-134.
3.1.1 Tim17 weist ein konserviertes N-terminales Motiv auf
Um die strukturellen und funktionellen Eigenschaften der lo¨slichen Intermembran-
raumdoma¨nen zu untersuchen, wurden entsprechende Regionen entweder einzeln
oder gemeinsam deletiert. Dazu wurden trunkierte Formen von tim17 in den Vek-
tor pVT100U kloniert und in einen diploiden Hefestamm (BY4743) transformiert,
in welchem eine genomische TIM17 -Kopie durch eine Kanamycin-Resistenzkassette
disruptiert war. Anschließend wurden die Sta¨mme nach Sporulation einer Tetraden-
analyse unterzogen (Abbildung 3.2) und ihr Genotyp u¨ber eine Uracil-Auxotrophie
verifiziert. U¨ber Replikaplattierung auf 5-FOA-haltige Selektivplatten wurden haploi-
de Hefesta¨mme gewonnen, welche eine genomische tim17 -Disruption aufwiesen und
die unterschiedlichen Varianten der Tim17-Mutanten von pVT100U Plasmiden ex-
primierten.
Wie bereits nach der Tetradenanalyse sichtbar war, hat die Tim17∆N-Mutante
einen starken Wachstumsdefekt. Die Deletion von beiden im Intermembranraum
lokalisierten Termini von Tim17 (Tim17∆N∆C) war letal.
3.1.2 Die Deletion des N-Terminus von Tim17 fu¨hrt zu ei-
nem starken Wachstumsdefekt
Die haploiden Sta¨mme, welche ausschließlich die unterschiedlichen Tim17-Mutanten
exprimierten, wurden auf ihren Wachstumspha¨notyp hin untersucht (siehe Abbil-
dung 3.3B). Im Vergleich zum Wildtyp zeigte der Tim17∆C-Stamm auf YPD keinen
und auf YPG Medium nur einen milden Wachstumsdefekt. Demnach ist der nicht
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konservierte C-Terminus von Tim17 offensichtlich nicht fu¨r die Funktionsfa¨higkeit
von Tim17 erforderlich und fu¨r das normale Zellwachstum nahezu verzichtbar. Da-
gegen fu¨hrte die Deletion der N-terminalen 11 Aminosa¨urereste sowohl auf Medien
mit fermentierbaren als auch auf nicht fermentierbaren Kohlenstoffquellen zu ei-
nem starken Wachstumsdefekt. Demzufolge scheint der N-Terminus wichtig fu¨r die
Funktionsfa¨higkeit von Tim17 zu sein.
Abbildung 3.3 Die 11 N-terminalen Aminosa¨uren von Tim17 sind wichtig fu¨r das
Zellwachstum. A Die Topologie von Tim17 und die der beiden Tim17-Deletionsmutanten ist
wie in Abbildung 3.1B dargestellt. B Es wurden Wildtyp-Zellen (wt) oder ∆tim17 -Sta¨mme,
welche Tim17 (FL), Tim17∆C (∆C) oder Tim17∆N (∆N) exprimieren auf YP-Medium
mit 2% Glukose oder 3% Glycerol in logarithmischer Wachstumsphase kultiviert. In serieller
10-facher Verdu¨nnung wurden die entsprechenden Kulturen auf YP-Platten mit 2% Glukose
oder 3% Glycerol aufgetragen und bei 30oC fu¨r zwei Tage (YPD-Platten) bzw. drei Tage
(YPG-Platten) inkubiert.
3.1.3 Die Deletion des Aminoterminus von Tim17 u¨bt kei-
nen Einfluss auf die Zusammensetzung des TIM23-
Komplexes aus
Was ist die Ursache fu¨r den Wachstumspha¨notyp von Tim17∆N? Zur Beantwor-
tung dieser Frage wurde zuna¨chst die Integrita¨t des TIM23-Komplexes mit seinen
bekannten Untereinheiten untersucht. Zur Verifizierung der Stabilita¨t der jeweiligen
Untereinheiten der TIM23-Translokase wurden die Proteine der verschiedenen Mi-
tochondrienpra¨parationen in serieller Verdu¨nnung gelelektrophoretisch aufgetrennt.
Anschließend wurde u¨ber Western Blot-Analyse u¨berpru¨ft, ob alle Untereinheiten
in vergleichbaren Mengen vorlagen oder ob eventuell eine oder mehrere Unterein-
heiten aufgrund eines Import- oder Assemblierungsdefekts abgebaut wurden. In der
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Tim17∆N-Mutante lagen alle bekannten Untereinheiten in einer Konzentration vor,
die mit der des Wildtyps vergleichbar war (Abbildung 3.4). Als Folge der U¨berex-
pression von Tim17∆N konnten auch leicht erho¨hte Mengen an Tim23 sowie Tim50
nachgewiesen werden, was durch eine Stabilisierung dieser Untereinheiten durch die
erho¨hten Mengen von Tim17∆N erkla¨rt werden kann.
Abbildung 3.4 In Tim17∆N-Mitochondrien liegen die TIM23-Untereinheiten
in normalen Konzentrationen vor. Es wurden Mitochondrien von Wildtyp-Zellen (wt) und
von der Tim17∆N Mutante lysiert und serielle Verdu¨nnungen (25, 12, 6 und 3 µg Protein)
durch SDS-PAGE aufgetrennt. Nach dem Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemem-
bran wurden die aufgefu¨hrten Proteine in einem Western Blot nachgewiesen.
Liegen die Untereinheiten der TIM23-Translokase in korrekt assemblierten Kom-
plexen vor? Um dies zu untersuchen wurden Mitochondrien unter milden Bedingung-
en lysiert (Lyse in Digitonin unter niedrigionischen Bedingungen) und der TIM23-
Komplex u¨ber eine Koimmunpra¨zipitation mit Antiko¨rpern gegen Tim23 isoliert.
Entsprechende Proben wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und die einzelnen
Untereinheiten von TIM23 in Western Blots nachgewiesen (Abbildung 3.5). Dabei
konnten in Tim17FL- und in Tim17∆N-Mitochondrien alle bekannten Untereinhei-
ten des Tim23-Komplexes koisoliert werden. Die untersuchten Untereinheiten von
TIM23 lagen demnach sowohl im Wildtyp als auch in der Tim17∆N-Mutante as-
sembliert vor.
Um das Molekulargewicht des TIM23-Komplexes in Wildtyp- und Tim17∆N-Mi-
tochondrien zu bestimmen, wurden unter milden Bedingungen lysierte Mitochondri-
en einer Gelfiltration unterzogen. Entsprechende Fraktionen wurden u¨ber ein SDS-
PAGE aufgetrennt und die Verteilung von Tim17 in Western Blots ermittelt. Mithilfe
der Densitometrie wurden die so erhaltenen Chromatogramme quantifiziert. In bei-
den Sta¨mmen zeigte der TIM23-Komplex dabei ein identisches Migrationsverhalten:
Eine Hauptfraktion zeigte eine Masse von etwa 280 kDa und eine kleinere Fraktion
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Abbildung 3.5 Der TIM23-Komplex liegt in Tim17∆N-Mitochondrien assem-
bliert vor. Wildtyp-, Tim17FL- und Tim17∆N-Mitochondrien (150 µg) wurden in Digitonin-
Puffer lysiert. Die erhaltenen Lysate wurden entweder direkt (Gesamt) oder nach einer Ko-
immunpra¨zipitation mit spezifischen Antiko¨rpern gegen Tim23 (α Tim23) elektrophoretisch
aufgetrennt. U¨ber einen Western Blot wurden die verschiedenen Untereinheiten des TIM23-
Komplexes nachgewiesen.
migrierte jeweils bei einem etwas ho¨heren Molekulargewicht (Abbildung 3.6). Die
hier gezeigten Daten belegen, dass die Deletion des N-Terminus von Tim17 keine
strukturellen Vera¨nderungen im TIM23-Komplex verursachte.
Abbildung 3.6 Der TIM23-Komplex liegt in Tim17∆N Mitochondrien in gleicher
Gro¨ße vor. Wildtyp- und Tim17∆N-Mitochondrien (400 µg) wurden in einem Digitoninpuf-
fer lysiert und die erhaltenen Proteinlysate u¨ber eine Gelfiltration aufgetrennt. Anschließend
wurde Tim17 u¨ber Western Blots nachgewiesen. Die erhaltenen Signale wurde densitome-
trisch quantifiziert.
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3.1.4 Tim17∆N-Mitochondrien haben eine reduzierte Cyto-
chrom c-Oxidase-Aktivita¨t
Die Untersuchung von steady state-Mengen unterschiedlicher mitochondrialer Prote-
ine u¨ber Western Blot-Analysen ergab zum Teil deutlich reduzierte Mengen von Pro-
teinen, die mithilfe von typischen mitochondrialen Pra¨sequenzen importiert werden.
Dies wies auf einen Defekt der Proteintranslokation durch die TIM23-Translokase
hin. Proteine, die unabha¨ngig vom TIM23-Komplex importiert werden, waren dage-
gen nicht reduziert oder gar relativ angereichert. Unter den deutlich reduzierten Pro-
teinen in der Tim17∆N-Mutante befand sich die Untereinheit 5a der Cytochrom c-
Oxidase. Um zu untersuchen, welche Auswirkungen die Deletion des N-Terminus von
Tim17 auf die einzelnen Atmungskettenkomplexe hat, wurden die Enzymaktivita¨ten
der Cytochrom c-Reduktase (Komplex III), der Cytochrom c-Oxidase (Komplex IV)
und der ATP-Synthase (Komplex V) bestimmt. Als Kontrolle wurde die Aktivita¨t
des Matrixenzyms Malat-Dehydrogenase (MDH) bestimmt. Wie in Abbildung 3.7
gezeigt, waren in der Tim17∆N-Mutante die spezifischen Enzymaktivita¨ten generell
leicht reduziert. Dies resultiert wahrscheinlich aus einem generellen Importdefekt
der Mutante, was geringere Enzymkonzentrationen zur Folge hat. Signifikant ist vor
allem die Reduktion der Cytochrom c-Oxidase-Aktivita¨t der Tim17∆N-Mutante im
Vergleich mit Mitochondrien des Wildtyps. Eventuell stellt eine Untereinheit dieses
Enzymkomplexes besonders hohe Anforderungen an die strukturellen und funktio-
nellen Eigenschaften der TIM23-Translokase.
Abbildung 3.7 Mitochondriale Enzymaktivita¨ten von Wildtyp-, Tim17FL-
und Tim17∆N-Mitochondrien. Es wurden die Enzymaktivita¨ten der Malat-Dehydrogenase
(MDH) sowie die der Atmungskettenkomplexe III, IV und V bestimmt (siehe 2.4.4). Dabei
wurde jeweils die spezifische Aktivita¨t ermittelt und die absoluten Werte aufgetragen.
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3.1.5 Die Deletion des N-Terminus von Tim17 fu¨hrt zu ei-
nem starken Importdefekt fu¨r TIM23-spezifische Pra¨-
proteine
Welche Folgen hat die Deletion des N-Terminus von Tim17 auf die Funktion der
TIM23-Translokase? Da es sich bei Tim17 um eine essentielle Komponente eines
Proteintranslokationskomplexes handelt, lag es nahe, die Tim17∆N-Mutante auf
einen Proteinimportdefekt hin zu untersuchen. Verschiedene 35S-markierte Pra¨pro-
teine wurden in isolierte Mitochondrien importiert und ihre Importeffizienz quanti-
fiziert. Fu¨r die Quantifizierung wurden zwei unterschiedliche Klassen von Proteinen
gewa¨hlt: Zum einen Proteine, welche u¨ber einen Translokationsstopp in TIM23 in
die mitochondriale Innenmembran inseriert werden und zum anderen Proteine, die
durch TIM23 vollsta¨ndig in die Matrix transloziert werden (siehe Abbildung 3.8).
Es wurde ein Modell vorgeschlagen, in dem Tim23 und Tim17 unterschiedli-
che Spezifita¨ten bezu¨glich der Pra¨proteine aufweisen [91]. In einer vorangegangenen
Arbeit wurde gezeigt, dass rekombinantes ru¨ckgefaltetes Tim23 ausreicht, um von
Pra¨sequenzen regulierte Kana¨le zu bilden [110]. Aufgrund der Homologie zu Tim23
und der strukturellen Vorhersagen ko¨nnte Tim17 eventuell auch in der Lage sein,
Kana¨le auszubilden. Hier stellt sich die Frage, was deren Funktion sein ko¨nnte, wenn
Tim23 alleine den Proteintranslokationskanal ausbildet [91]. Wie aus Abbildung 3.8
ersichtlich ist, hat die Tim17∆N-Mutante sowohl fu¨r Proteine der mitochondrialen
Matrix als auch fu¨r lateral in die Innenmembran sortierte Innenmembranproteine
einen starken Importdefekt. Als Kontrollprotein wurde der ATP/ADP-Transporter
importiert, welcher u¨ber die TIM22 Translokase importiert und inseriert wird. Die-
ses von TIM23 unabha¨ngige Vorstufenprotein zeigte in der Tim17∆N-Mutante im
Vergleich mit Wildtyp-Mitochondrien kein vera¨ndertes Importverhalten.
3.1.6 Die Expression von Tim17∆N fu¨hrt zu einer Reduk-
tion des Membranpotentials
Was ist die Ursache fu¨r den Importdefekt der Tim17∆N-Mutante? Das u¨ber die mi-
tochondriale Innenmembran anliegende Membranpotential ist fu¨r den Import von
Pra¨proteinen in die Innenmembran und in die Matrix essentiell. Ein erniedrigtes
Membranpotential fu¨hrt zu reduzierten Proteinimportraten [89]. Das Membran-
potential kann u¨ber einen fluorometrischen Ansatz bestimmt werden, in welchem
ein kationischer Fluoreszenzfarbstoff von Mitochondrien teilweise membranpoten-
tialabha¨ngig aufgenommen wird. Dadurch wird das Fluoreszenzsignal geschwa¨cht.
Zersto¨rt man anschließend das Membranpotential, fu¨hrt dies zur Freisetzung des
aufgenommenen Farbstoffs. Diese Signalzunahme korreliert mit dem relativen Mem-
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Abbildung 3.8 Importdefekt der Tim17∆N-Mutante fu¨r Pra¨proteine, die u¨ber
TIM23 importiert werden. Es wurden folgende 35S-markierte Pra¨proteine in vitro synthe-
tisiert: Su9(1-69)DHFR (Su9); Untereinheit β der F1F0 −ATPase (F1β); Untereinheit 5a
der Cytochromoxidase (Cox5a); Untereinheit 5a der Cytochromoxidase mit deletierter Trans-
membrandoma¨ne (Cox5a∆TM); Cytochrom b2 (Cytb2) und ATP/ADP Transporter (AAC).
Diese Pra¨proteine wurden zu den aufgefu¨hrten Zeitpunkten mit Wildtyp-Mitochondrien oder
mit Mitochondrien der Tim17∆N-Mutante inkubiert. Alle Importreaktionen wurden bei 25oC
durchgefu¨hrt mit Ausnahme der von Cox5a (bei 4oC) und der von Cox5a∆TM (bei 15oC)
aufgrund ihrer schnellen Kinetik. Die Menge an importiertem Protein wurde nach Proteinase
K-Behandlung (30 min bei 0oC), Autoradiographie und Quantifizierung der erhaltenen Signa-
le via Densitometrie bestimmt. Dabei wurde die maximale Importeffizienz fu¨r das jeweilige
Pra¨protein auf 100% gesetzt.
branpotential. In Wildtyp-Mitochondrien (wt) und Mitochondrien, welche die Wild-
typ-Form von TIM17 auf einem Expressionsplasmid tragen (FL), konnte ein ver-
gleichbares Membranpotential gemessen werden. Dagegen haben die Tim17∆N-Mi-
tochondrien (∆N) ein deutlich erniedrigtes Membranpotential (ca. 20% von Wildtyp-
Mitochondrien). Die reduzierten Proteinimportraten ko¨nnten sowohl die Ursache als
auch die Folge des reduzierten Proteinimports darstellen (siehe Abbildung 3.9).
Diese Beobachtung weist auf einen unkontrollierten Protonenfluss u¨ber die In-
nenmembran der Tim17∆N-Mutante hin. Erfolgt dabei die Protonendiffusion direkt
durch den mutierten TIM23-Komplex, sollte die Expression der Tim17∆N-Variante
in Wildtyp-Zellen zu einem dominant negativen Effekt fu¨hren. Wie in Abbildung 3.10
gezeigt ist dies tatsa¨chlich der Fall: Die Expression von Tim17∆N fu¨hrt in Wildtyp-
Mitochondrien zu einem erniedrigten Membranpotential (-48%). Zusammenfassend
bedeutet dies, dass die Tim17∆N-Mutation zu einem gesto¨rten Regulationsverhalten
(dem O¨ffnen und Schließen des Kanals) des TIM23-Kanals fu¨hrt.
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Abbildung 3.9 Untersuchung des Membranpotentials. Es wurde das relative Mem-
branpotential von Mitochondrien von Wildtyp-Zellen (wt), Tim17FL (FL) und der Tim17∆N-
Mutante (∆N) bestimmt (wie in Material und Methoden beschrieben). Die Zugabe von
Mitochondrien (Pfeil 1) sowie die Zugabe von Valinomycin und KCN (Pfeil 2) ist jeweils
eingezeichnet. Die Membranpotential-abha¨ngige Aufnahme des Farbstoffes DiSC3[5] fu¨hrt
zu einer Fluoreszenzabnahme. Die Zersto¨rung des Membranpotentials durch die Zugabe von
Valinomycin fu¨hrt zu einer teilweisen Freisetzung des Farbstoffes. Die Zunahme des Fluo-
reszenzsignals korreliert mit dem Membranpotential. Die aus den Messungen resultierenden
Differenzen der Fluoreszenzsignale sind fu¨r die jeweilige Mitochondrienart angegeben.
Abbildung 3.10 Die Expression von Tim17∆N in Wildtyp-Zellen fu¨hrt zu einem
dominant negativen Effekt auf das mitochondriale Membranpotential. Es wurden Mi-
tochondrien eines Wildtyp-Stammes ohne (links) oder mit Tim17∆N-Expressionsplasmid
(rechts) isoliert. Die Mitochondrien wurden mit 2 mM NADH energetisiert und das Mem-
branpotential wie in Abbildung 3.9 bestimmt.
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3.1.7 Der Importdefekt von Tim17∆N wird nicht durch ein
reduziertes Membranpotential verursacht
Um die Proteinimportraten der verschiedenen Mitochondrienarten unabha¨ngig von
ihrem endogenen Membranpotential zu bestimmen, wurde ein ku¨nstliches Membran-
potential u¨ber die Innenmembran aufgebaut. Dies wird mit der Hilfe des Kalium-
ionophor Valinomycin realisiert, welches selektiv Kaliumionen gegen andere mo-
novalente Kationen u¨ber Lipidmembranen tauscht. Somit ko¨nnen Mitochondrien
durch entsprechende Pufferbedingungen zuna¨chst mit Kaliumionen
”
beladen“ wer-
den. Anschließend werden diese Mitochondrien reisoliert und in natriumhaltigen
Puffern in Gegenwart von Valinomycin resuspendiert, wodurch ein ku¨nstliches Mem-
branpotential aufgebaut wird [35, 88]. Sowohl in Wildtyp-Mitochondrien als auch
in Tim17∆N-Mitochondrien konnte so ein vergleichbares ku¨nstliches Membranpo-
tential generiert werden (siehe Abbildung 3.11A). Wenn unter diesen Bedingungen
mitochondriale Pra¨proteine zu den Mitochondrien zugegeben wurden, zeigten die
Tim17∆N-Mitochondrien im Vergleich zu Wildtyp-Mitochondrien weiterhin stark
reduzierte Proteinimportraten (siehe Abbildung 3.11B). Dies konnte fu¨r drei unter-
schiedliche Pra¨proteine gezeigt werden. Als Kontrollprotein diente der ATP/ADP-
Transporter (AAC), welcher u¨ber die TIM22-Translokase importiert und inseriert
wird. Demzufolge wird die reduzierte Importeffizienz der Tim17∆N-Mutante nicht
indirekt u¨ber das reduzierten Membranpotential verursacht, sondern prima¨r durch
einen Translokationsdefekt.
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Abbildung 3.11 Das reduzierte Membranpotential von Tim17∆N ist nicht
fu¨r den Importdefekt verantwortlich. A Durch ein Kalium-Diffusionspotential kann in
Wildtyp- und in Tim17∆N-Mitochondrien ein vergleichbares ku¨nstliches Membranpotential
aufgebaut werden. Dazu wurden die Mitochondrien fu¨r 10 min in 600 mM Sorbitol, 20 mM
HEPES/KOH pH 7,4, 20 mM KCl, 1 µM Valinomycin und 30 µM Oligomycin und 2 mM ATP
inkubiert. Die Mitochondrien wurden reisoliert und in einem Puffer mit 600 mM Sorbitol,
20 mM HEPES/KOH pH 7,4, 20 mM NaCl, 1 µM Valinomycin und 60 µM Oligomycin
resuspendiert. Durch die von Valinomycin vermittelte Diffusion von Kaliumionen von der
Matrix in das Medium wurde ein ku¨nstliches Membranpotential u¨ber die Innenmembran
aufgebaut. Das Membranpotential wurde wie in Abbildung 3.9 bestimmt. B In Wildtyp- und
in Tim17∆N-Mitochondrien wurde ein ku¨nstliches Membranpotential aufgebaut und die
Importkinetiken von Su9(1-69)DHFR (Su9), Untereinheit β der F1F0 −ATPase (F1β), der
Untereinheit 5a der Cytochromoxidase mit deletierter Transmembrandoma¨ne (Cox5a∆TM)
sowie die des ATP/ADP-Transporters (AAC) wie in Abbildung 3.8 beschrieben bestimmt.
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3.1.8 In Tim17∆N-Mitochondrien ist die Translokation von
Pra¨proteinen u¨ber den TIM23-Komplex stark inhi-
biert
Um zu untersuchen, auf welcher Ebene der Importreaktion der Transport von Pra¨pro-
teinen in der Tim17∆N-Mutante inhibiert wird, wurden definierte Translokations-
intermediate in der TIM23-Translokase chemisch quervernetzt. Dazu wurde ein Fu-
sionsprotein aus dem in die Matrix sortierten Protein Cox5a∆TM und der Dihydro-
folatreduktase aus Maus konstruiert. Durch Zugabe des Folatanalogon Methotrexat
wurde die DHFR-Doma¨ne stabil gefaltet und das Fusionsprotein mit Tim17FL oder
Tim17∆N-Mitochondrien inkubiert. Die gefaltete DHFR-Doma¨ne verhinderte eine
vollsta¨ndige Translokation in die mitochondriale Matrix und dadurch akkumulierte
das Pra¨protein als Translokationsintermediat. Die Pra¨sequenz des Pra¨proteins kann
im Intermembranraum oder in der Matrix lokalisiert sein (Abbildung 3.12C).
Um die molekularen Kontakte der Translokationsintermediate mit Komponen-
ten der TIM23-Translokase zu bestimmen, wurden die Importreaktionen mit dem
chemischen Quervernetzer Disuccinimidylglutarat (DSG) versetzt. Die Proben wur-
den entweder direkt oder nach einer Immunpra¨zipitation mit affinita¨tsgereinigten
Antiko¨rpern gegen Tim17, Tim23 und Tim44 (Abbildung 3.12A) elektrophoretisch
aufgetrennt und autoradiographiert. Da das Cox5a∆TM-DHFR-Pra¨protein nur we-
nige Lysinreste auf der trans-Seite der Innenmembran pra¨sentiert, welche eine Quer-
vernetzung mit Komponenten der mitochondrialen Matrix ermo¨glichen, erfolgte mit
diesem Substrat keine effiziente Quervernetzung zu Tim44 (Abbildung 3.12A, Spur
5 und 7). Aus diesem Grund wurde das Experiment mit einem weiteren Prote-
in wiederholt: Dieses Fusionsprotein aus einer in die Matrix sortierten Form von
Cytb2 und DHFR entha¨lt fu¨nf zusa¨tzliche Lysinreste, welche in einem arretierten
Translokationsintermediat in der Matrix lokalisiert sind [102]. Dies erlaubt eine effi-
ziente Quervernetzung zu Matrixkomponenten mit Tim44 (Abbildung 3.12B, Spur
5). Auch unter diesen Bedingungen konnten in den Tim17∆N-Mitochondrien kaum
Quervernetzungsaddukte zu Tim44 nachgewiesen werden (Abbildung 3.12B, Spur
10).
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Abbildung 3.12 Die Deletion des N-Terminus von Tim17 inhibiert die Translo-
kation von Pra¨proteinen u¨ber den TIM23-Komplex. A In Tim17FL und in Tim17∆N-
Mitochondrien wurden Translokationsintermediate des Fusionsproteins Cox5a∆TM-DHFR
hergestellt, wobei die DHFR-Doma¨ne durch Zugabe von Methotrexat stabil gefaltet war.
Dies verhinderte den vollsta¨ndigen Import des Pra¨proteins. Nach 5 min bei 25oC wurden
200 µM des chemischen Quervernetzers DSG zugegeben. Nach weiteren 30 min auf Eis
wurde die Reaktion mit 100 mM Glycin gestoppt. Die Mitochondrien wurden gewaschen
und lysiert. Die Spuren 1 und 8 zeigen Kontrollreaktionen ohne DSG, die Spuren ’Total’
repra¨sentieren die Reaktionen, welche fu¨r die Immunpra¨zipitation eingesetzt wurden. Die Im-
munpra¨zipitationen wurden mit affinita¨tsgereinigten Antiko¨rpern gegen Tim17 (α17),Tim23
(α23) und Tim44 (α44) durchgefu¨hrt. Die Proben wurden u¨ber ein SDS-PAGE aufgetrennt
und unterschiedlich lang auf Ro¨ntgenfilmen exponiert (Angaben unterhalb der Gele). B Es
wurden die Interaktionspartner der TIM23-Translokase zu den Translokationsintermediaten
von Cyb2(1− 167∆19)K5DHFR wie in A beschrieben untersucht. C Mo¨gliche Topologien
eines arretierten Translokationsintermediats, bei dem die C-terminale DHFR-Doma¨ne der
Fusionsproteine durch die Zugabe von Methotrexat (MTX) stabil gefaltet vorliegt.
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Die Immunpra¨zipitationen der quervernetzten Translokationsintermediate zeig-
ten deutlich, dass die Pra¨proteine in der Tim17∆N-Mutante eine andere moleku-
lare Umgebung haben als im Wildtyp bzw. in Tim17FL-Mitochondrien. In den
Tim17∆N-Mitochondrien konnten spezifische Kontakte der Pra¨proteine zu Tim17
und Tim23 nachgewiesen werden. Im Vergleich zu Tim17FL-Mitochondrien waren
diese Kontakte jedoch deutlich reduziert und zu dem in der Matrix lokalisierten
Tim44 waren in Tim17∆N-Mitochondrien keine Kontakte mehr nachweisbar. Ent-
sprechende Addukte sind in Tim17FL-Mitochondrien bereits deutlich nach Zugabe
des Quervernetzers DSG zu sehen (Total) und konnten durch Immunpra¨zipitationen
besta¨tigt werden.
Folglich inhibierte die Deletion des N-Terminus von Tim17 die Translokation
von Pra¨proteinen durch den proteinleitenden Kanal des TIM23-Komplexes. Darauf
deuteten sowohl die Akkumulation von Pra¨protein-Formen als auch die stark redu-
zierten Quervernetzungseffizienzen zu Untereinheiten der TIM23-Translokase in der
Tim17∆N-Mutante hin.
3.1.9 Zwei konservierte negative Ladungen im N-Terminus
von Tim17 sind von besonderer Bedeutung
Um die fu¨r die Funktionalita¨t des TIM23-Translokon entscheidenden Aminosa¨uren
im N-Terminus von Tim17 zu bestimmen, wurden einzelne oder mehrere Positionen
dieser Doma¨ne durch Alaninreste ersetzt. Diese mutierten Tim17-Formen wurden
von Plasmiden (pRS315) unter endogenem TIM17 -Promotor in Hefesta¨mmen mit
disruptiertem genomischem TIM17 exprimiert (Abbildung 3.13A). Dabei stellte sich
heraus, dass zwei konservierte Aspartatreste in Position 4 und 8 von Tim17 von be-
sonderer Bedeutung waren. Der Wachstumspha¨notyp dieser Mutante (Tim17D4AD8A,
DD→AA) entsprach am ehesten dem Wachstumspha¨notyp der Tim17∆N-Mutante.
Die stark konservierten Ladungen im N-Terminus von Tim17 und ihre funktio-
nelle Relevanz deuten auf die Wichtigkeit ionischer Wechselwirkungen im TIM23-
Komplex hin. Zum einen sind Wechselwirkungen der negativ geladenen Aspartat-
reste im N-Terminus von Tim17 mit den positiv geladenen Pra¨sequenzen denkbar
(Abbildung 3.13B), zum anderen ko¨nnten inter- oder intramolekulare Wechselwir-
kungen im Komplex eine zentrale Rolle bei der Regulation der Translokase spielen.
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Abbildung 3.13 Konservierte negative Ladungen im N-Terminus von Tim17 sind
von großer Wichtigkeit fu¨r das Wachstum. A Es wurden verschiedene Tim17-Mutanten
generiert, welche unter dem endogenen Promotor von TIM17 exprimiert wurden. Die erste
Reihe zeigt den Wildtyp, die Reihen 2–8 zeigen verschiedene Punktmutanten (die entspre-
chenden Sequenzen sind in der linken Spalte aufgefu¨hrt), in denen spezifische Aminosa¨ureres-
te zu Alaninresten mutiert wurden. Zum Vergleich ist in Reihe 9 der Wachstumspha¨notyp der
Tim17∆N-Mutante dargestellt. Die entsprechenden Vorkulturen wurden in logarithmischer
Wachstumsphase auf YPD-Medium kultiviert, seriell verdu¨nnt und auf YPD-Platten bei
30oC fu¨r 2 Tage inkubiert. U¨ber der Abbildung der Aminosa¨uresequenzen ist die konservier-
te Konsensussequenz des N-Terminus von Tim17 eingezeichnet. B Die Positionen der beiden
konservierten negativen Ladungen sind in einem Topologiemodell eingezeichnet. Konservierte
Reste werden durch Hexagone symbolisiert, die Symbole konservierter Ladungen sind dunkel
hinterlegt. IMR: Intermembranraum
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3.1.10 Die Neutralisation der negativen Ladungen im N-
Terminus von Tim17 fu¨hrt zu einem Importdefekt
und zu einer Reduktion des Membranpotentials
Wodurch wird der Wachstumspha¨notyp der Tim17-Ladungsmutante (DD→AA) ver-
ursacht? Es wurde untersucht, ob die Neutralisation der beiden konservierten La-
dungen im N-Terminus von Tim17 zu a¨hnlichen funktionalen Defekten wie in der
Tim17∆N-Mutante fu¨hren wu¨rde. Dazu wurden Importkinetiken von verschiede-
nen Pra¨proteinen ermittelt und das mitochondriale Membranpotential bestimmt
(Abbildung 3.14). Dabei zeigte die Tim17 DD→AA-Mutante einen ausgepra¨gten
Importdefekt fu¨r Pra¨proteine, welche u¨ber den TIM23-Komplex importiert werden.
Des Weiteren wiesen die Mitochondrien dieses Stammes eine signifikante Redukti-
on des Membranpotentials auf (-36%). Dies fu¨hrt zu dem Schluss, dass der gro¨ßte
Teil der funktionellen Defekte der Tim17∆N-Mutante durch den Verlust der beiden
konservierten Aspartatreste im N-Terminus von Tim17 verursacht wurde.
Abbildung 3.14 Importdefekt und Reduktion des Membranpotentials der N-
terminalen Tim17-Ladungsmutante. A Es wurden die Importkinetiken von Pra¨proteinen
in Wildtyp-Mitochondrien und von Mitochondrien eines Stammes untersucht, in dem die
Aspartatreste an Position 4 und 8 zu Alaninresten mutiert wurden (DD→AA) (siehe Abbil-
dung 3.8). B Das mitochondriale Membranpotential wurde wie in Abbildung 3.9 bestimmt.
Das relative mitochondriale Membranpotential der wildtypischen Mitochondrien wurde auf
100% gesetzt und mit den Messergebnissen der DD→AA-Mutante verglichen.
Der Wachstumsdefekt der DD→AA-Mutante und die starke Konservierung der
beiden Aspartatreste an Position 4 und 8 in Tim17 deuten auf mo¨gliche ionische
Wechselwirkung des N-Terminus mit positiv geladenen Proteindoma¨nen hin. Tim17
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Abbildung 3.15 Der Austausch weiterer geladener Aminosa¨uren supprimiert
Ladungsmutationen im N-Terminus von Tim17. Die konservierten geladenen Aminosa¨u-
rereste wurden wie in der Abbildung dargestellt mutagenisiert. Die oben aufgefu¨hrten Modelle
verdeutlichen die mo¨gliche Topologie des (1) Wildtyps, (2) die der Tim17 D4R D8K-Mutante
(DD→RK) und (3) die der Tim17 D4R D8K K80D R83D-Mutante (DD→RK/KR→DD). Die
Wachstumspha¨notypen wurden wie in Abbildung 3.13A beschrieben untersucht.
pra¨sentiert noch weitere konservierte Ladungen im Intermembranraum: Der Loop
zwischen der zweiten und dritten Transmembrandoma¨ne (siehe Abbildung 3.13B)
entha¨lt zwei konservierte positiv geladene Aminosa¨urereste an Position 80 und 83.
Um eine mo¨gliche Interaktion des N-Terminus mit diesen Ladungen zu verifizie-
ren (siehe Modell in Abbildung 3.15 (1) oben), wurden die urspru¨nglich nega-
tiv geladenen Aminosa¨urereste des N-Terminus in positiv geladene Reste mutiert
(Tim17 D4R D8K-Mutante, (DD→RK)). Das in Abbildung 3.15 (2) oben gezeigte
Modell veranschaulicht die mo¨gliche wechselseitige Abstoßung der nun identisch
geladenen Proteindoma¨nen. Die DD→RK-Mutante zeigte ebenfalls einen starken
Wachstumsdefekt. Dieser Wachstumsdefekt konnte durch die zusa¨tzliche Mutation
der positiv geladene Reste an Position 80 und 83 in negativ geladene Aspartatres-
te vollsta¨ndig aufgehoben werden (Tim17 D4R D8K K80D R83D-Mutante, (DD→RK /
KR→DD). Somit sind wahrscheinlich intermolekulare ionische Wechselwirkungen in
Tim17 von entscheidender Bedeutung fu¨r die Funktion der TIM23-Translokase.
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3.2 Topogenese mitochondrialer Innenmembran-
proteine
Die im Cytosol synthetisierten Pra¨proteine mit N-terminaler Pra¨sequenz werden
durch den TOM-Komplex u¨ber die mitochondriale Außenmembran transportiert
und im Intermembranraum an den TIM23-Komplex weitergeleitet. Der Import u¨ber
die Innenmembran in die Matrix ist ATP- und Membranpotential-abha¨ngig. In der
Matrix werden die Pra¨sequenzen der Proteine proteolytisch entfernt.
Innenmembranproteine ko¨nnen ihre Topologie auf zwei unterschiedlichen Sortie-
rungswegen erreichen: U¨ber die Stop-Transfer-Sortierung und u¨ber die konservative
Sortierung. Somit hat die TIM23-Translokase die Aufgabe, zwei Arten von hydro-
phoben Bereichen zu unterscheiden und diese Signale entsprechend umzusetzen.
In einer vorangegangenen Studie konnte der wichtige Beitrag eines Motivs aus
geladenen Aminosa¨ureresten gezeigt werden, welches einer hydrophoben Doma¨ne C-
terminal folgt und die Arretierung des Pra¨proteins fo¨rdert [93]. Dies konnte zwar fu¨r
die untersuchte D-Laktatdehydrogenase (Dld1) nachgewiesen werden, allerdings sind
solche Bereiche geladener Aminosa¨urereste nicht generell in Stop-Transfer sortierten
Proteinen vorhanden.
3.2.1 Prolinreste sind charakteristisch fu¨r transferierte Trans-
membrandoma¨nen
Die Toplogie verschiedener Proteine der mitochondrialen Innenmembran in S. ce-
revisiae wurde bestimmt und ihr Sortierungsweg experimentell aufgekla¨rt. In Ab-
bildung 3.16 sind die Transmembrandoma¨nen dieser Proteine aufgelistet, geordnet
nach ihrem Sortierungsweg: Arretierte Sequenzen sind links gezeigt, transferierte
rechts. Die berechneten Hydrophobizita¨tswerte zeigen eine große Varianz innerhalb
der beiden Klassen, wobei die Stop-Transfer sortierten Proteinsequenzen (mittlere
Hydrophobizita¨t 0,83 – 1,78) tendenziell etwas hydrophober sind als konservativ
sortierte Proteinsequenzen (mittlere Hydrophobizita¨t 0,62 – 1,52). Nicht alle Se-
quenzen folgen diesem Trend: Die Hydrophobizita¨t der Transmembrandoma¨nen von
Dld1 und Sco1 ist beispielsweise niedriger als die vieler konservativ sortierter Prote-
ine, so dass noch weitere Parameter relevant sein mu¨ssen. Auffa¨llig ist eine deutliche
Anreicherung von Prolinresten in transferierten Sequenzen (Abbildung 3.16). Pro-
linreste sind in fast allen konservativ sortierten Transmembrandoma¨nen zu finden, in
Stop-Transfer sortierten Segmenten aber praktisch nie; die einzige Ausnahme stellt
Yme2 dar, welches eine besonders hohe Hydrophobizita¨t zeigt.
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Abbildung 3.16 Transmembrandoma¨nen von Stop-Transfer sortierten und kon-
servativ sortierten Proteinen zeigen einen unterschiedlicher Gehalt an Prolinresten.
Proteine der mitochondrialen Innenmembran mit bekannter Topologie sind aufgelistet und
aufgrund ihres Sortierverhaltens in zwei Klassen eingeteilt. Bitope Proteine, fu¨r welche eine
Stop-Transfer-Sortierung nachgewiesen bzw. nahegelegt wurde, sind in der linken Tabelle
aufgefu¨hrt. In der rechten Tabelle sind Proteine aufgefu¨hrt, fu¨r die eine konservative Sortie-
rung experimentell belegt wurde. Die entsprechend vorhergesagten Transmembrandoma¨nen
der Proteine sind aufgelistet und Prolinreste sind schwarz hinterlegt. Die minimale und maxi-
male Hydrophobizita¨t wurde fu¨r die vorhergesagten Transmembrandoma¨nen berechnet und
ist jeweils rechts von den Sequenzen aufgefu¨hrt (Methode siehe 2.6.1).
Weisen die transferierten und die arretierten Transmembrandoma¨nen eine unter-
schiedliche Verteilung an Aminosa¨ureresten auf? Fu¨r die in Abbildung 3.16 vorge-
stellten Proteine mit experimentell verifiziertem Sortierverhalten wurden die relati-
ven Ha¨ufigkeiten der einzelnen Aminosa¨urereste bestimmt. Fu¨r jede Gruppe wurde
fu¨r jeden vertretenen Aminosa¨urerest der Quotient aus der Anzahl der einzelnen
Aminosa¨urereste und der Anzahl aller Reste gebildet. Das Verha¨ltnis dieser Werte
fu¨r die transferierten und den arretierten Transmembrandoma¨nen ist in Abbildung
3.17 dargestellt. Die meisten Aminosa¨urereste sind dabei a¨hnlich verteilt. Auffallen-
der Weise sind Prolinreste in transferierten Transmembrandoma¨nen extrem angerei-
chert: Sie treten u¨ber 15-fach ha¨ufiger in transferierten Transmembrandoma¨nen auf
als in arretierten Transmembrandoma¨nen. Andererseits waren Glycinreste in trans-
ferierten Transmembrandoma¨nen aber deutlich seltener vertreten (um Faktor 2,33).
Obwohl Glycinreste - wie Prolinreste - eine helixdestabilisierende Funktion ausu¨ben
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ko¨nnen, stellen sie auch wichtige Motive fu¨r die Interaktion von zwei benachbarten
Transmembrandoma¨nen dar.
Abbildung 3.17 Prolinreste sind in transferierten Transmembrandoma¨nen stark
angereichert. Die Transmembrandoma¨nen der in Abbildung 3.16 aufgefu¨hrten Proteine
wurden auf ihren Gehalt an Aminosa¨ureresten hin untersucht. Dazu wurden die transferierten
Transmembrandoma¨nen mit den arretierten Transmembrandoma¨nen verglichen und fu¨r jeden
Aminosa¨urerest der Quotient aus den beiden Gruppen berechnet.
3.2.2 Prolinreste in Transmembrandoma¨nen vera¨ndern das
Sortierungsverhalten
Das intramitochondriale Sortierverhalten von Innenmembranproteinen wurde an-
hand von in vitro-Importexperimenten mit radioaktiv markierten Reporterproteinen
untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Sortierungsverhalten gezielt mani-
puliert, so dass fu¨r ein urspru¨nglich Stop-Transfer sortiertes Protein eine konserva-
tive Sortierung bewirkt werden konnte und umgekehrt. Um die intramitochondriale
Sortierung u¨ber den TIM23-Komplex zu untersuchen, wurde Cox5a als Reporterpro-
tein eingesetzt [36]. Dieses bitope Membranprotein wird vom TIM23-Komplex u¨ber
eine Stop-Transfer-Sortierung in die Innenmembran inseriert (siehe Abbildung 3.18).
Das Cox5a-Pra¨protein besteht aus 153 Aminosa¨ureresten (theoretisches Mole-
kulargewicht 17,1 kDa) und zeigt eine apparente Masse von etwa 16,5 kDa. Dieses
Pra¨protein wird von MPP maturiert, wobei die ersten 20 Aminosa¨urereste als Pra¨se-
quenz proteolytisch abgespalten werden. Das reife Protein kann durch O¨ffnen der
Außenmembran und durch die Zugabe von Proteasen in ein N-terminales Fragment
von etwa 10,5 kDa u¨berfu¨hrt werden. Dieses Fragment umfasst den prozessierten
N-Terminus in der Matrix sowie die in die Innenmembran inserierte Transmembran-
doma¨ne (ungefa¨hr die Aminosa¨urereste 21–118). Es resultiert ausschließlich von der
in die Innenmembran inserierten Spezies. Die Quantifizierung (einschließlich Kor-
rektur fu¨r den unterschiedlichen Methioningehalt) der erhaltenen Proteinspezies er-
gab, dass u¨ber 90% der Cox5a-Pra¨proteine wa¨hrend des Imports arretiert und in
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Abbildung 3.18 Die intramitochondriale Sortierung von Cox5a. Das Sortie-
rungsverhalten von Wildtyp (1) und mutierten Formen (2) von Cox5a ist schematisch
dargestellt. Die Entscheidung fu¨r den entsprechenden Sortierungsweg wird auf Ebene des
TIM23-Komplexes getroffen. Von dem in die Innenmembran inserierten Cox5a-Protein kann
ein spezifisches N-terminales proteolytisches Fragment von etwa 10,5 kDa generiert werden.
die Innenmembran inseriert wurden. Aufgrund nicht vollsta¨ndiger Schwellung der
Mitochondrien verblieb ein geringer Anteil an unverdautem reifen Cox5a (siehe Ab-
bildung 3.19A).
Das hydrophobe Transmembransegment (Aminosa¨urereste 98–118) ist essentiell
fu¨r die Arretierung und Membraninsertion des Proteins [36]. Der Import einer mu-
tierten Form von Cox5a, deren Aminosa¨urereste 98–118 deletiert sind (Cox5a∆TM),
fu¨hrte zu einer vollsta¨ndigen Translokation in die Matrix, und es wurde kein charak-
teristisches Membranfragment beobachtet (siehe Abbildung 3.19B). Somit erlaubte
dieser in vitro Versuchsansatz, mitochondriale Pra¨proteine auf die An- oder Abwe-
senheit von Stop-Transfer-Signalen hin zu untersuchen. Da die in Abbildung 3.16
aufgefu¨hrten transferierten Transmembrandoma¨nen sehr ha¨ufig Prolinreste aufwie-
sen, wurde untersucht, ob die Einfu¨hrung eines Prolinrests in die Transmembran-
doma¨ne von Cox5a (Cox5aL104P) das intramitochondriale Sortierungsverhalten die-
ses Proteins beeinflusst. Bemerkenswerterweise fu¨hrte die Einfu¨hrung eines einzel-
nen Prolinrests in die Transmembrandoma¨ne von Cox5a zu einer fast vollsta¨ndig-
en Misslokalisation dieses Proteins in die mitochondriale Matrix (siehe Abbildung
3.19C). Die Hydrophobizita¨t der Transmembrandoma¨nen dieses Proteins ist dabei
noch deutlich ho¨her als die vieler arretierter Sequenzen (vgl. Abbildung 3.16). Dem-
nach ist ein einziger Prolinrest ausreichend, um das Stop-Transfer-Signal von Cox5a
nahezu aufzuheben.
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Abbildung 3.19 Die Einfu¨hrung eines Prolinrests zersto¨rt das Stop-Transfer-
Signal in Cox5a. A Cox5a wurde fu¨r 5 min bei 25oC importiert und anschließend entweder
direkt mit Proteinase K behandelt oder zusa¨tzlich die mitochondriale Außenmembran durch
hypotones Schwellen geo¨ffnet. Die Pfeile kennzeichnen die quantifizierten proteolytischen
Fragmente. Die Signale wurden auf ihren Methioningehalt hin korrigiert und das Verha¨lt-
nis zwischen Proteinase K generiertem Fragment (schwarze Pfeilspitze) und reifem Protein
(weiße Pfeilspitze) gebildet. Die Schwelleffizienz wurde durch Western Blots mit entspre-
chenden Markerproteinen (Cytb2, Mge1) u¨berpru¨ft. In den Abbildungen B und C wurden
die Cox5a-Mutanten Cox5a∆TM und Cox5aL104P wie unter A beschrieben behandelt. Die
Aminosa¨uresequenz sowie die berechneten Hydrophobizita¨ten der Transmembrandoma¨nen
sind fu¨r das jeweilige Protein aufgefu¨hrt.
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Verhindern Prolinreste in hydrophoben Segmenten von transferierten Proteinen
deren Arretierung und Insertion u¨ber TIM23? Um diese Frage zu kla¨ren, wurde
ein chima¨res Protein generiert, in dem die erste Transmembrandoma¨ne des kon-
servativ sortierten Oxa1-Proteins die Transmembrandoma¨ne von Cox5a ersetzte
(Cox5a(Oxa1)). Dieses Protein wurde in die Matrix sortiert (siehe Abbildung 3.20A).
Demnach tra¨gt die Transmembrandoma¨ne die entscheidende Information u¨ber die
Sortierung von Innenmembranproteinen und determiniert ihr Sortierverhalten. Der
Prolinrest in der ersten Transmembrandoma¨ne von Oxa1 spielte dabei eine kriti-
sche Rolle, denn der Tausch des Prolinrests in der Transmembrandoma¨ne dieses
chima¨ren Proteins in einen Leucinrest (Cox5a(Oxa1P106L)) fu¨hrte zu einem partiel-
len Stop-Transfer dieses Proteins (siehe Abbildung 3.20B).
Abbildung 3.20 Die Transmembrandoma¨ne bitoper Proteine determiniert die
intramitochondriale Sortierung. A Cox5a(Oxa1) wurde fu¨r 5 min bei 25oC importiert und
danach wurden die Ansa¨tze entweder direkt mit Proteinase K behandelt bzw. zusa¨tzlich die
mitochondriale Außenmembran durch hypotones Schwellen geo¨ffnet. Auf die quantifizierten
Proteasefragmente wird durch Pfeile hingewiesen. Die Signale wurden auf ihren Methioninge-
halt hin korrigiert und das Verha¨ltnis zwischen Proteinase K generiertem Fragment (schwarze
Pfeilspitze) und reifem Protein (weiße Pfeilspitze) gebildet. Die Schwelleffizienz wurde durch
Western Blots mit entsprechenden Markerproteinen (Cytb2, Mge1) u¨berpru¨ft. In Abbildung
B wurde die Cox5a-Mutante Cox5a(Oxa1P106L) wie unter A beschrieben behandelt. Die
Aminosa¨uresequenz sowie die berechneten Hydrophobizita¨ten der Transmembrandoma¨nen
sind fu¨r das jeweilige Protein aufgefu¨hrt.
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3.2.3 Der Austausch einer Transmembrandoma¨ne kann zur
Arretierung eines normalerweise konservativ sortier-
ten Proteins fu¨hren
Im vorherigen Abschnitt wurde ein urspru¨nglich Stop-Transfer sortiertes Protein
durch gezielte Manipulation in ein konservativ sortiertes Protein gea¨ndert. Ist es
auch mo¨glich, ein konservativ sortiertes Protein in ein Stop-Transfer sortiertes Pro-
tein umzuwandeln? Dazu wurde Oxa1 als Reporterprotein verwendet, da die Topoge-
nese von Oxa1 bekannt ist [45]. Oxa1 wird als Pra¨protein aus 402 Aminosa¨ureresten
zuna¨chst vollsta¨ndig in die Matrix importiert und dort maturiert (siehe Abbildung
3.21). Das entstehende Sortierungs-Intermediat wird dann in die Innenmembran
inseriert. In Mitoplasten kann durch zugegebene Proteasen von den membranin-
serierten Proteinen ein charakteristisches etwa 27 kDa großes C-terminales Frag-
ment generiert werden (siehe Abbildung 3.21, f27). Der Import von Oxa1 verla¨uft
sehr effizient und es werden keine Importintermediate beobachtet, welche arretierte
Pra¨proteine darstellen ko¨nnten [45].
Abbildung 3.21 Die intramitochondriale Sortierung von Oxa1. Das Sortierungs-
verhalten von Wildtyp (1) und mutierten Formen (2) von Oxa1 ist schematisch gezeigt.
Konservativ sortierte Oxa1-Proteine werden in der Matrix in die reife Form u¨berfu¨hrt (et-
wa 36 kDa) und von dort aus in die Innenmembran inseriert. In Mitoplasten kann von den
membraninserierten Oxa1-Proteinen ein C-terminales Proteasefragment von etwa 27 kDa
gewonnen werden (f27). Stop-Transfer arretierte Formen von Oxa1 liefern dagegen in Mito-
plasten ein spezifisches N-terminales Proteasefragment von etwa 19 kDa (f19).
68 KAPITEL 3. ERGEBNISSE
Um zu testen, ob Oxa1 in ein Stop-Transfer sortiertes Protein vera¨ndert werden
kann, wurde die zweite Transmembrandoma¨ne gegen die Transmembrandoma¨ne von
Cox5a bzw. gegen die von Dld1 ausgetauscht. Aus technischen Gru¨nden wurde nicht
die erste Transmembrandoma¨ne getauscht, da die MPP-prozessierten Fragmente in-
serierter Spezies keine Methioninreste enthalten und deshalb nicht detektiert werden
ko¨nnten. Das so erhaltene Oxa1(Cox5a)-Pra¨protein wurde effizient in Mitochondri-
en importiert. In Mitoplasten wurde nach Proteasebehandlung ein 19 kDa-Fragment
generiert (siehe Abbildung 3.22, schwarze Pfeilspitze). Diese Gro¨ße entsprach einem
arretierten und maturierten Oxa1(Cox5a)-Protein und stimmte gut mit der berech-
neten Gro¨ße von 18,6 kDa des zu erwartenden Fragments u¨berein (Abbildung 3.21,
f19). Durch Quantifizierung und die Korrektur fu¨r den Methioningehalt der erhalte-
nen Spezies konnte gezeigt werden, dass u¨ber 70% der importierten Oxa1(Cox5a)-
Pra¨proteine auf Ebene der TIM23-Translokase arretiert und inseriert wurden. Somit
haben die Transmembrandoma¨nen fu¨r sich alleine betrachtet bereits einen großen
Einfluss auf das intramitochondriale Sortierverhalten. Die Effizienz der Arretierung
wurde ebenfalls fu¨r den hydrophoben Bereich von Dld1, einer weiteren Stop-Transfer
sortierten Transmembrandoma¨ne, untersucht. Diese Transmembrandoma¨ne stellte
fu¨r sich alleine ein nur wenig effizientes Arretierungssignal dar. Der gro¨ßte Anteil
der Oxa1(Dld1)-Pra¨proteine wurde konservativ sortiert und es konnte in Mitoplasten
durch Proteasen das charakteristische C-terminale Fragment der in die Innenmem-
bran inserierten Spezies gewonnen werden (f27) (Daten nicht gezeigt). Im Fall von
Dld1 scheint das der Transmembrandoma¨ne folgende Ladungsmotiv fu¨r die Stop-
Transfer-Effizienz dieses Sortierungssignals mitverantwortlich zu sein.
Kann das Oxa1(Cox5a)-Pra¨protein wieder in ein konservativ sortiertes Protein
umgewandelt werden? Dazu wurden ein bzw. zwei Prolinreste in die Cox5a-Trans-
membrandoma¨ne des mutierten Proteins eingefu¨hrt, um so eine Aminosa¨uresequenz
der Transmembrandoma¨ne herzustellen, die der des Wildtyp-Oxa1 nahekommt. In
dem generierten Oxa1(Cox5aL206P L211P)-Protein haben die beiden Prolinreste den
gleichen Abstand wie die beiden Prolinreste in der zweiten Transmembrandoma¨ne
von Oxa1. Die Insertion von einem bzw. zwei Prolinresten in die Transmembran-
doma¨nde des chima¨ren Oxa1(Cox5a)-Proteins fu¨hrte zu einer Zunahme der kon-
servativ sortierten Proteinspezies. Von dem Oxa1(Cox5aL206P L211P)-Protein werden
schließlich wieder u¨ber 70% der Proteine wie das Wildtyp-Oxa1-Protein sortiert -
sie folgen mehrheitlich der Route der konservativen Sortierung.
3.2. TOPOGENESE MITOCHONDRIALER INNENMEMBRANPROTEINE 69
Abbildung 3.22 Die Einfu¨hrung der Cox5a-Transmembrandoma¨ne arretiert
Oxa1 wa¨hrend des Imports. A Oxa1 wurde fu¨r 10 min bei 25oC importiert und da-
nach wurden die Ansa¨tze entweder direkt mit Proteinase K behandelt bzw. zusa¨tzlich die
mitochondriale Außenmembran durch hypotones Schwellen geo¨ffnet. Auf die quantifizier-
ten proteolytischen Fragmente wird durch Pfeile hingewiesen. Die Signale wurden auf ih-
ren Methioningehalt hin korrigiert und das Verha¨ltnis aus den beiden Proteinase K gene-
rierten Fragmenten gebildet (Stop-Transfer sortierte Spezies: Schwarze Pfeilspitze; reifes
Protein bzw. konservativ sortierte Spezies: Weiße Pfeilspitze). Die Schwelleffizienz wurde
durch Western Blots mit entsprechenden Markerproteinen (Cytb2, Mge1) u¨berpru¨ft. In den
Abbildungen B bis D wurden die Oxa1-Mutanten Oxa1(Cox5a), Oxa1(Cox5aL206P) und
Oxa1(Cox5aL206P L211P) wie unter A beschrieben behandelt. Die Aminosa¨uresequenz sowie
die berechneten Hydrophobizita¨ten der Transmembrandoma¨nen sind fu¨r das jeweilige Protein
aufgefu¨hrt.
70 KAPITEL 3. ERGEBNISSE
3.2.4 Die intramitochondriale Sortierung wird von struktu-
rellen Eigenschaften der hydrophoben Doma¨nen be-
stimmt
Um die Relevanz der in vitro gewonnenen Daten zu verifizieren, wurde das Sortier-
verhalten der Oxa1-Mutanten in vivo untersucht. Fu¨r das bakterielle Homolog von
Oxa1 - YidC - konnte gezeigt werden, dass es signifikante Modifikationen in der
Prima¨rsequenz sowie die Austausch kompletter Transmembrandoma¨nen tolerieren
kann [49].
Im vorliegenden Ansatz wurde dazu ein OXA1 -disruptierter Stamm mit Plas-
miden transformiert, von denen die verschiedenen Oxa1-Mutanten unter Kontrolle
des endogenen OXA1 -Promotors exprimiert wurden. Der Wachstumspha¨notyp wur-
de auf YPD und YPG-Platten untersucht. Funktionelle Oxa1-Mutanten sollten dem
OXA1 -Disruptionsstamm ein Wachstum auf nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquel-
len - hier YPG - erlauben. Mutierte Oxa1-Proteine, welche einer Stop-Transfer-
Sortierung folgen, sind fu¨r einen Defekt in der Assemblierung der Atmungskette
verantwortlich und verhindern so ein Wachstum auf nicht-fermentierbaren Koh-
lenstoffquellen. Dabei besta¨tigte sich der in vitro gefundene Einfluss von Prolin-
resten auf die Sortierung von Membranproteinen (siehe Abbildung 3.23). So war
Oxa1(Cox5a) nicht in der Lage, Oxa1 funktionell zu ersetzen. Dies deutet darauf
hin, dass dieses Protein auch in vivo arretiert und wahrscheinlich abgebaut wird.
Die Einfu¨hrung eines Prolinrests in die Transmembrandoma¨ne von Cox5a stellte
das Wachstum des Stammes teilweise, die Einfu¨hrung von zwei Resten sogar wieder
vollsta¨ndig her. Zwei Prolinreste sind auch in der Wildtyp-Oxa1-Sequenz an diesen
Positionen vorhanden. Die Sortierung von Innenmembranproteinen in vivo wie in
vitro scheint somit von der Anwesenheit von Prolinresten in deren Transmembran-
doma¨nen abzuha¨ngen. Prolinreste fungieren dabei als Sortierungssignale, die selbst
die Translokation hydrophober Sequenzen in die Matrix erlauben.
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Abbildung 3.23 Intramitochondriale Sortierung von Oxa1-Mutanten. Ein ∆Oxa1-
Stamm (W303A) wurde mit Plasmiden transformiert, von denen Oxa1, Oxa1(Cox5a),
Oxa1(Cox5aL206P) sowie Oxa1(Cox5aL206P L211P) exprimiert wurden. Von den auf Selek-
tivmedium kultivierten Hefe-Sta¨mmen wurden Verdu¨nnungen mit gleichen optischen Dich-
ten hergestellt (OD578 = 0,5). Ausgehend von diesen Kulturen wurden serielle zehnfache
Verdu¨nnungen auf YPG-Medium aufgetragen und fu¨r drei Tage bei 30oC inkubiert.
72 KAPITEL 3. ERGEBNISSE
Kapitel 4
Diskussion
4.1 Charakterisierung von Tim17
In der vorliegenden Arbeit wurden die strukturellen und funktionellen Eigenschaften
von Tim17 untersucht. U¨ber die Funktion der einzelnen Untereinheiten des TIM23-
Komplexes ist bisher nur wenig bekannt. Tim23 weist eine im Intermembranraum
lokalisierte N-terminale Rezeptordoma¨ne sowie eine hydrophobe C-terminale Region
auf [3, 19]. Dieser hydrophobe Bereich kann, als rekombinantes Protein in Lipidve-
sikel rekonstituiert, spannungsabha¨ngig-regulierte Kana¨le ausbilden [64, 110]. Da
diese hydrophobe Region von Tim23 Homologie zu der von Tim17 besitzt, wurde
ein Modell vorgeschlagen, in dem Tim23 und Tim17 zwei voneinander unabha¨ngige
Kana¨le bilden ko¨nnen [91].
4.1.1 Der N-Terminus von Tim17 ist entscheidend fu¨r die
Proteintranslokation mitochondrialer Pra¨proteine
Obwohl die N-terminale Doma¨ne von Tim17 deutlich kleiner ist als die von Tim23,
ist dieser Bereich von entscheidender Bedeutung fu¨r die Funktion der TIM23-Trans-
lokase. Fu¨r den N-Terminus von Tim23 konnte bereits fru¨her eine elementare Bedeu-
tung bei der Proteintranslokation u¨ber den TIM23-Komplex gezeigt werden [3, 19].
Die Deletion der ersten 11 Aminosa¨urereste von Tim17 fu¨hrte ebenfalls zu einem
ausgepra¨gten funktionellen Defekt in der Proteintranslokation durch die TIM23-
Translokase. Diese Mutation resultierte in einer signifikanten Reduktion der Trans-
portraten von Pra¨proteinen u¨ber die mitochondriale Innenmembran. Dabei waren
weder die Untereinheiten des TIM23-Komplexes destabilisiert noch a¨nderte sich die
Zusammensetzung der TIM23-Translokase. Demnach scheint es wahrscheinlich, dass
der N-Terminus von Tim17 eine direkte Rolle in der Proteintranslokation u¨ber den
TIM23-Komplex hat. In den Tim17∆N-Mitochondrien wurde ein genereller Import-
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defekt fu¨r Pra¨proteine mit mitochondrialen Pra¨sequenzen festgestellt. Dies legt ein
Zusammenspiel der beiden Untereinheiten Tim17 und Tim23 in der aktiven TIM23-
Translokase nahe. Aufgrund dieser Beobachtungen ist die Ausbildung von zwei un-
terschiedlichen Poren durch Tim17 und Tim23 fu¨r unterschiedliche Substrate eher
unwahrscheinlich.
Die entscheidende Funktion von Tim17 fu¨r den Mechanismus der TIM23-Trans-
lokase wird auch durch den hohen Grad der Sequenzkonservierung verdeutlicht.
Somit haben wohl funktionelle Notwendigkeiten die Sequenzvariation der Tim17-
Homologen wa¨hrend der Evolution limitiert.
4.1.2 Zwei negativ geladene Aminosa¨urereste im N-Termi-
nus von Tim17 sind von besonderer Bedeutung
Ein systematisches Einfu¨hren von Punktmutationen (Alaninscanning) identifizierte
zwei fu¨r die Funktion der TIM23-Translokase entscheidende konservierte Aspartat-
reste im N-Terminus von Tim17. Diese beiden negativ geladenen Aminosa¨urereste
sind innerhalb der bislang bekannten Tim17-Sequenzen von Tieren, Pflanzen und
Pilzen konserviert. Zusa¨tzlich zu den beiden negativen Ladungen im N-Terminus
exponiert Tim17 noch weitere zumeist konservierte Ladungen in den Intermem-
branraum wie beispielsweise zwei konservierte, positiv geladene Aminosa¨urereste
zwischen der zweiten und dritten Transmembrandoma¨ne (siehe Abbildung 3.1).
Es ist ein Modell denkbar, nach welchem die negativen Ladungen des N-Terminus
mit den positiv geladenen Pra¨sequenzen mitochondrialer Pra¨proteine wechselwir-
ken und somit einen Einfluss auf die Substraterkennung oder die daran anschlie-
ßende O¨ffnung des Proteintranslokationskanals nehmen. Des Weiteren ko¨nnte der
N-Terminus von Tim17 u¨ber ionische Wechselwirkungen mit Regionen im Inter-
membranraum den TIM23-Komplex in einem fu¨r die Proteintranslokation
”
geschlos-
senen“ Zustand halten (siehe Abbildung 4.1). Eintretende Pra¨sequenzen ko¨nnten
mit dem N-Terminus von Tim17 wechselwirken und zu einem
”
O¨ffnen“ des TIM23-
Kanals fu¨hren. Diese Regulation wa¨re in den Tim17∆N-Mitochondrien nicht mo¨glich
und folglich wa¨re das O¨ffnen und Schließen des TIM23-Komplexes gesto¨rt. Somit
wa¨ren Probleme zwischen dem Wechsel von einem translokationsaktiven (offenen)
zu einem translokationsinaktiven (geschlossenen) Kanal zu erwarten.
In der Tat zeigen die Tim17∆N-Mutante und die Ladungsmutante (DD→AA) ein
erniedrigtes Membranpotential. Dies legt einen erho¨hten unkontrollierten Ionenfluss
u¨ber die mitochondriale Innenmembran nahe. Des Weiteren deutet der dominant
negative Effekt des Tim17∆N-Proteins auf eine aktive Fehlregulation dieses Proteins
in der TIM23-Translokase hin, was ebenfalls fu¨r einen erho¨hten Protonenfluss u¨ber
die Innenmembran spricht. Es ist allerdings schwierig, diese Hypothese zu beweisen,
4.1. CHARAKTERISIERUNG VON TIM17 75
Abbildung 4.1 Stereostrukturmodell des N-Terminus von Tim17. Mit den
Programmpaketen MAIN und MOLSCRIPT wurde ein Modell des N-Terminus von Tim17
generiert. Es zeigt eine mo¨gliche Interaktion der konservierten negativen Ladungen des N-
Terminus im Intermembranraum mit den konservierten positiven Ladungen des Loops zwi-
schen der zweiten und dritten Transmembrandoma¨ne. Positiv geladene Pra¨proteine ko¨nnten
mit den negativen Resten des N-Terminus wechselwirken und dadurch ihre Translokation
u¨ber die mitochondriale Innenmembran initiieren.
da u¨ber die Struktur des membransta¨ndigen Anteils der TIM23-Translokase und
u¨ber die molekularen Mechanismen der Translokase praktisch nichts bekannt ist.
Bisher ist es nicht gelungen, Tim17 rekombinant zu gewinnen, was den Beweis des
obigen Modells noch weiter erschwert.
Fu¨r die N-terminale Ladungsaustauschmutante (DD→RK) wurde ebenfalls ein
starker Wachstumsdefekt beobachtet. Gleiches gilt auch fu¨r eine Mutante, in der ein
konservierter Lysinrest zwischen der zweiten und dritten Transmembrandoma¨ne in
einen Aspartatrest mutiert wurde (K80D, nicht gezeigt). U¨berraschenderweise zeig-
te eine Mutante, in der sowohl die negativen N-terminalen Ladungen als auch die
konservierten positiven Ladungen zwischen der zweiten und dritten Transmembran-
doma¨ne wechselseitig ausgetauscht waren (DD→RK / KR→DD), wieder Wildtyp-
Wachstum. Diese Beobachtungen deuten auf die Wichtigkeit ionischer Wechselwir-
kungen des N-Terminus von Tim17 mit Doma¨nen im Intermembranraum hin. Die
konservierten Ladungen haben wahrscheinlich eine wichtige Funktion fu¨r die Regu-
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lation und/oder Funktion des TIM23-Komplexes. Die praktisch vollsta¨ndige Wie-
derherstellung der Tim17-Funktionalita¨t der DD→RK / KR→DD-Doppelmutante
legt eine direkte intermolekulare Wechselwirkung im Tim17-Moleku¨l nahe (siehe
Abbildung 4.1).
4.1.3 Das erniedrigte Membranpotential ist nicht die prima¨re
Ursache fu¨r den Importdefekt der Tim17∆N-Mutante
Der Import von Pra¨proteinen u¨ber die mitochondriale Innenmembran ist mem-
branpotentialabha¨ngig. Ist es mo¨glich, dass die reduzierten Proteinimportraten der
Tim17∆N-Mutante ausschließlich durch einen erho¨hten unkontrollierten Ionenfluss
u¨ber die Innenmembran (und ein dadurch reduziertes Membranpotential) verursacht
werden? Dies kann aus folgenden Gru¨nden als eher unwahrscheinlich angesehen wer-
den: Selbst unter Bedingungen mit vergleichbarem Membranpotential (ku¨nstliches
Membranpotential) besaß die Tim17∆N-Mutante immer noch einen ausgepra¨gten
Importdefekt.
Hefe-Mutanten mit stark reduziertem mitochondrialem Membranpotential, wie
beispielsweise Mutanten der mitochondrialen Atmungskette, zeigen typischerweise
keinen Wachstumspha¨notyp auf fermentierbaren Kohlenstoffquellen. Dagegen wa¨chst
die Tim17∆N-Mutante auch auf Glukose-haltigen Medien nur a¨ußerst langsam. Die
Mitochondrien mit Defekten in der Atmungskette haben unter den hier verwendeten
hohen ATP-Konzentrationen zwar ein niedrigeres Membranpotential, importieren
Pra¨proteine aber immer noch deutlich effizienter als die Tim17∆N-Mitochondrien
[108]. Demnach fu¨hrt die Deletion des N-Terminus von Tim17 zu einem funktionel-
len Defekt der TIM23-Translokase, welcher nicht ausschließlich als sekunda¨rer Effekt
des reduzierten mitochondrialen Membranpotentials erkla¨rt werden kann.
4.1.4 Die konservierten Cysteinreste des Tim17-Proteins sind
nicht kritisch fu¨r seine Funktion
Der N-Terminus von Tim17 entha¨lt zusa¨tzlich zu den beiden konservierten Aspar-
tatresten noch ein stringent konserviertes Prolin-Cystein-Prolin-Motiv (siehe Abbil-
dung 3.1), welches in allen untersuchten Organismen konserviert ist. Ein weiterer
konservierter Cysteinrest liegt C-terminal nach der zweiten Transmembrandoma¨ne
(in S. cerevisiae an Position 77). Somit bestu¨nde theoretisch die Mo¨glichkeit, ei-
ne im Intermembranraum lokalisierte intramolekulare Disulfidbru¨cke auszubilden.
Das Auftreten von Disulfidbru¨cken wurde fu¨r einige Proteine des Intermembran-
raums gezeigt [28, 47]. Allerdings konnte kein Wachstumspha¨notyp fu¨r Hefesta¨mme
nachgewiesen werden, bei denen der erste oder zweite Cysteinrest mutiert wurde
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(siehe Abbildung 3.13A, sowie nicht gezeigte Daten). Auch konnte mit Cystein-
modifizierenden Agenzien (AMS oder NEM) und auf nichtreduzierenden Gelen kein
Hinweis auf eine Disulfidbru¨cke in Tim17 erhalten werden (nicht gezeigt). Selbst un-
ter einer N2-Atmospha¨re konnte unter den experimentellen Bedingungen keine u¨ber
die SH-Gruppen der Cysteinreste gebildete Disulfidbru¨cke nachgewiesen werden.
Demnach scheint dieses konservierte Motiv nicht fu¨r die Funktion von Tim17 essen-
tiell zu sein. Dennoch ist eine regulatorische Funktion dieser Cysteinreste mo¨glich.
Da eine kovalente Bindung zwischen den beiden Cysteinresten den Komplex in ei-
nem
”
geschlossenen“ Zustand fixieren sollte (s.o.), ko¨nnte dieses Motiv ein Abschal-
ten des Proteinimports erlauben. Experimentelle Hinweise darauf, dass die TIM23-
Translokase Redox-reguliert wird, existieren allerdings nicht.
4.1.5 Modell einer Pra¨protein-abha¨ngigen Regulation der
TIM23-Translokase
Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnisse deuten auf eine mo¨gli-
che Regulation der TIM23-Translokase u¨ber den N-Terminus von Tim17 hin. Dabei
liefert die Bedeutung konservierter geladener Aminosa¨urereste von Tim17, welche
im Intermembranraum lokalisiert sind, Hinweise auf die mo¨gliche Regulation der
TIM23-Translokase. Fu¨r die positiv geladenen Pra¨sequenzen ko¨nnen Interaktions-
partner mit einer zunehmenden Bindungsaffinita¨t im Intermembranraum postuliert
werden. So wu¨rde die Affinita¨t von Pra¨sequenzen zu dem C-Terminus von Tim50
u¨ber den N-Terminus von Tim23 zum N-Terminus von Tim17 zunehmen und so die
Pra¨sequenz zum Translokationskanal hin leiten. Diese zunehmende Bindungsaffinita¨t
wa¨re mit der Translokation von Pra¨sequenzen u¨ber den TOM-Komplex (cis nach
trans) vergleichbar. Allerdings konnten bislang keine direkten Beweise fu¨r eine Bin-
dung von Pra¨sequenzen an den N-Terminus von Tim17 gewonnen werden. Es konn-
te auch keine durch Pra¨proteine induzierte Konformationsa¨nderung im N-Terminus
von Tim17 bewiesen werden. Dabei ist es jedoch unklar, ob dies aufgrund experi-
menteller Unzula¨nglichkeiten nicht gezeigt werden konnte oder ob in der TIM23-
Translokase andere strukturelle Gegebenheiten vorliegen. Die bislang erhaltenen Er-
gebnisse ko¨nnen in einem spekulativen Modell zusammengefasst werden, welches
eine mo¨gliche Pra¨sequenz-abha¨ngige Regulation der Tim17-Tim23-Translokase er-
kla¨ren kann (siehe Abbildung 4.2).
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Abbildung 4.2 Topologiemodell zur mo¨glichen Funktion des N-Terminus von
Tim17. A Durch elektrostatische Wechselwirkungen des N-Terminus von Tim17 mit kon-
servierten Aminosa¨ureresten in einem Loop im Intermembranraum wird die Translokase in
einem
”
geschlossenen“ Zustand gehalten. B Die Interaktion einer positiv geladenen Pra¨se-
quenz mit dem N-Terminus von Tim17 fu¨hrt zu einer Konformationsa¨nderung in Tim17 und
dadurch zu einem
”
O¨ffnen“ des Importkanals.
Die Funktionsweise der Translokasen in der mitochondrialen Innenmembran ist
bisher noch wenig verstanden. Die Notwendigkeit, ein Membranpotential u¨ber die
Innenmembran aufrechtzuerhalten, erfordert eine strenge Regulation dieser Trans-
portkana¨le. Die Aufkla¨rung der zugrunde liegenden Mechanismen der Proteintrans-
lokation und -insertion und das Versta¨ndnis der mo¨glichen Regulationsmo¨glichkeiten
der Translokasen stellen spannende Fragen fu¨r zuku¨nftige Untersuchungen.
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4.2 Topogenese von Membranproteinen vermit-
telt durch den TIM23-Komplex
Die TIM23-Translokase hat wa¨hrend der Translokation von hydrophoben Segmen-
ten die Aufgabe, Stop-Transfer sortierte Transmembrandoma¨nen zu inserieren und
die konservativ sortierten Transmembrandoma¨nen zu translozieren. Welche Para-
meter eines hydrophoben Bereichs erkennt die Translokase und welche hydrophoben
Bereiche werden als Transmembrandoma¨ne erkannt?
Abbildung 4.3 Die mo¨glichen Insertionswege mitochondrialer Innenmem-
branproteine. Nach der Stop-Transfer-Sortierung (A) werden Pra¨proteine auf der Ebene
der TIM23-Translokase arretiert und lateral in die Innenmembran inseriert. Bei dem Me-
chanismus der konservativen Sortierung (B) werden die Proteine zuna¨chst in einem ersten
Schritt in die Matrix importiert und in einem nachfolgenden Schritt in die Innenmembran
inseriert. AM: Außenmembran; IM: Innenmembran.
Die hier gezeigten Daten deuten darauf hin, dass die Anwesenheit von Prolinres-
ten in Transmembrandoma¨nen einer Stop-Transfer-Sortierung entgegenwirkt. Pro-
linreste in Transmembrandoma¨nen sind notwendig und hinreichend fu¨r eine zumin-
dest partiell konservative Sortierung von Pra¨proteinen durch den TIM23-Komplex.
Dabei muss die TIM23-Translokase die durch die Prolinreste induzierten strukturel-
len Vera¨nderungen erkennen [80]. In dieser Arbeit konnten Prolinreste in Transmem-
brandoma¨nen als wichtige Sortierungssignale identifiziert werden (siehe Abbildung
4.4). Fu¨r die konstruierten Transmembrandoma¨nen der arretierten und transferier-
ten Reporterproteine wurden praktisch identische Helizita¨ten berechnet [14]. Somit
konnte auf theoretischer Basis kein Unterschied in der Ausbildung α-helikaler Struk-
turen festgestellt werden.
Der Vergleich von transferierten mit arretierten Transmembrandoma¨nen mito-
chondrialer Innenmembranproteine (siehe Abbildung 3.16) zeigte ebenfalls keine kla-
ren Unterschiede in den Helix-ausbildenden Eigenschaften der untersuchten Trans-
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membrandoma¨nen. Dies wird hauptsa¨chlich durch die vermehrte Pra¨senz von Gly-
cinresten in arretierten Transmembrandoma¨nen verursacht (siehe Abbildung 3.17).
Folglich registriert die TIM23-Translokase bei hydrophoben Bereichen nicht prima¨r
die effiziente Ausbildung einer stabilen α-Helix, sondern die Ausbildung einer kon-
tinuierlichen, nicht-geknickten Struktur. Diese kontinuierlichen Helices werden von
der Translokase als Stop-Transfer-Signal erkannt (siehe Abbildung 4.4).
Der Einfluss der flankierenden Regionen von Transmembrandoma¨nen wurde in
einer fru¨heren Studie fu¨r Dld1 untersucht [93]. Dabei konnte einem Ladungsmotiv,
welches der Transmembrandoma¨ne C-terminal folgt, eine wichtige Rolle fu¨r die Stop-
Transfer-Sortierung zugeordnet werden. Auch fu¨r die hier untersuchten chima¨ren
Proteine wurde ein gewisser Einfluss der flankierenden Regionen auf das Sortierver-
halten beobachtet. Allerdings stellt Dld1 einen besonderen Fall dar, da die Trans-
membrandoma¨ne eine eher niedrige Hydrophobizita¨t aufweist (berechnet nach der
Methode 2.6.1) und dadurch kein besonders starkes Arretierungssignal darstellt. In
diesem Fall sorgt das der Transmembrandoma¨ne C-terminal folgende Ladungsmotiv
eventuell fu¨r eine Verlangsamung der Translokation durch die TIM23-Translokase.
Eine la¨ngere Verweildauer des Pra¨proteins in dem TIM23-Kanal ko¨nnte dabei die
laterale Membraninsertion einer hydrophoben Doma¨ne begu¨nstigen.
Abbildung 4.4 Modell fu¨r die Sortierung von mitochondrialen Innenmem-
branproteinen. Einzelheiten siehe Text.
Im Laufe der Evolution der eukaryotischen Zelle wurde, durch den Gentransfer
des Endosymbionten in den Zellkern bedingt, der Proteinimport von kernkodierten
Proteinen zunehmend wichtiger. Somit mussten die Translokasen in der Lage sein,
kernkodierte hydrophobe Proteine zu importieren und zu translozieren. Es ist denk-
bar, dass in die Transmembrandoma¨nen eingefu¨hrte Prolinreste die Translokation
dieser hydrophoben Bereiche in die Matrix erlaubten, von der aus die Membran-
proteine ihre finale Topologie erreichen konnten. Vermittelt durch die konservierten
Insertionskomplexe konnten diese Proteine schließlich ihren finalen Wirkungsort in
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der Innenmembran erreichen. Dadurch musste nicht fu¨r jede einzelne Transmem-
brandoma¨ne (bzw. fu¨r jedes Paar) polytoper Innenmembranproteine neue Sortie-
rungssignale entwickelt werden. Statt dessen konnten die vorhandenen Insertions-
mechanismen genutzt werden. Dies mag den fast vollsta¨ndigen Gentransfer aus den
Mitochondrien in den Nukleus unter Verwendung etablierter Translokationssysteme
deutlich erleichtert haben.
Fu¨r die erste Transmembrandoma¨ne von Oxa1 konnte ein Prolinrest als entschei-
dendes Sortierungssignal in die mitochondriale Matrix identifiziert werden. Dieser
Prolinrest ist in Oxa1-Homologen in Tieren und Pflanzen konserviert und tritt auch
in den weiter entfernten mitochondrialen Oxa2/Cox18-Homologen auf [31]. Dagegen
ist in der entsprechenden Transmembrandoma¨ne des bakteriellen Homologen von
Oxa1 kein Prolinrest zu finden. Wahrscheinlich wurde dieser Prolinrest im Zuge der
mitochondrialen Evolution eingefu¨hrt und seither konserviert. Der Einfluss von Pro-
linresten auf die intramitochondriale Sortierung ko¨nnte auch in zuku¨nftigen Experi-
menten untersucht werden, in denen mit gentherapeutischen Methoden urspru¨nglich
mitochondrial kodierte Proteine in humane Zellen eingefu¨hrt werden. Diese Prote-
ine sollten dann einer konservativen Sortierung folgen, um schließlich ihre korrekte
Topologie zu erreichen. Erste Versuche in dieser Richtung waren bereits erfolgreich,
jedoch wenig effizient, was durch eine vorwiegende Stop-Transfer-Sortierung der hy-
drophoben und urspru¨nglich mitochondrial kodierten Proteine erkla¨rt werden ko¨nnte
[67, 103].
Der Einfluss der Lipidzusammensetzung von Membranen auf die Topologie von
Membranproteinen wurde bisher nur wenig untersucht. Die unterschiedlichen Li-
pidseitenketten und ihre Ladungsverteilung beeinflussen dabei die Topologie von
Membranproteinen u¨ber elektrostatische Anziehungs- und Abstoßungskra¨fte [114,
121]. Dabei gilt es auch die Bedeutung der die Transmembrandoma¨nen flankieren-
den Ladungen na¨her zu untersuchen [74].
Wie inseriert eine Translokase eine Transmembrandoma¨ne in eine Lipidmem-
bran? Aufbauend auf der Aufkla¨rung der dreidimensionalen Struktur der Sec-Trans-
lokase wurde ein Modell vorgeschlagen, welches die Insertion hydrophober Segmente
in die Membran vermittelt [113]. Dabei zeigt die Kristallstruktur nur eine mo¨gli-
che Position, u¨ber welche eine Transmembrandoma¨ne die Translokase lateral ver-
lassen ko¨nnte. Allerdings findet die Insertion von Membranproteinen u¨ber die Sec-
Translokase kotranslational statt, wobei sowohl konformelle A¨nderungen ribosomaler
Proteine als auch assoziierter Faktoren zusa¨tzliche Informationen fu¨r die Topogenese
vermitteln.
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Bisher konnten fu¨r die TIM23-Translokase noch keine strukturellen Daten gewonnen
werden, welche die Funktion dieses Komplexes, der sowohl als Insertase als auch als
Translokase fungiert, aufkla¨ren ko¨nnten. Des Weiteren ist der Einfluss unterschied-
lich geladener Lipidseitenketten auf die Topologie von Membranproteinen noch we-
nig verstanden [114]. Zusa¨tzlich ist eine wahrscheinlich asymmetrische Verteilung der
Lipide auf den beiden Seiten der mitochondrialen Innenmembran zu beru¨cksichti-
gen. Bei den Wechselwirkungen zwischen den Lipiden, den Transmembrandoma¨nen
und den Membran-assoziierten Proteindoma¨nen spielen elektrostatische Anziehungs-
und Abstoßungskra¨fte eine entscheidende Rolle.
4.2.1 Die Funktion von Prolinresten in Transmembrando-
ma¨nen
Es ist eine Vielzahl von Erkrankungen bekannt, in denen Mutationen der mito-
chondrialen DNS fu¨r Defekte in der Atmungskette verantwortlich sind [120, 123].
Diese Erkrankungen ko¨nnten entweder mit einer mitochondrialen Gentherapie oder
gar durch den Transfer von Mitochondrien behandelt werden, fu¨r die die Methoden
erst noch etabliert werden mu¨ssen. Ebenfalls wa¨re eine Gentherapie der urspru¨nglich
mitochondrial kodierten Genprodukte mit nun kernkodierten Proteinen denkbar [21,
50, 124].
Eine Gentherapie, die auf das Einbringen von DNS-Sequenzen in Mitochondri-
en abzieht, scheint derzeit nicht erfolgversprechend [21]. Weder existieren geeignete
Expressionsvektoren, noch gibt es Verfahren, DNS-Sequenzen in Mitochondrien von
Sa¨ugerzellen einzubringen. Darum wird der Ansatz verfolgt, die defekten Genpro-
dukte durch kernkodierte Pra¨proteine zu ersetzen, die durch Pra¨sequenzen in die
Mitochondrien dirigiert werden [67, 81]. Fu¨r diesen Ansatz sind die hier erhalte-
nen Ergebnisse relevant, da es sich bei allen mitochondrial kodierten Proteinen des
Menschen um Innenmembranproteine handelt. Das Einfu¨hren von Prolinresten in
die Transmembrandoma¨nen ko¨nnte die Importeffizienz dieser Proteine deutlich stei-
gern, da ein eventueller Translokationsarrest dieser Proteine unterbunden werden
wu¨rde.
Eine wichtige Aufgabe wird es sein, die Sortierungssignale in mitochondrialen
Proteinen genauer zu entschlu¨sseln. Zwar lassen sich mitochondriale Pra¨sequenzen
recht gut vorhersagen (mit Software-Programmen wie MitoPred oder Predotar),
aber u¨ber die Signale, die die intramitochondriale Sortierung von Proteinen anzei-
gen, ist wenig bekannt. Einen Einblick in die Sortierung von Transmembrandoma¨nen
liefert diese Arbeit. Hier wurden diejenigen Parameter identifiziert, die die Trans-
membrandoma¨nen auf Ebene der TIM23-Translokasen arretieren bzw. in die Matrix
passieren lassen.
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Die Transportsignale, welche den fu¨r die konservative Sortierung notwendigen
Exportschritt vermitteln, sind bisher noch vo¨llig unklar. Es wird die Aufgabe von
zuku¨nftigen Studien sein, die funktionellen und strukturellen Eigenschaften solcher
Exportsignale zu identifizieren, welche fu¨r die Proteininsertion aus der mitochon-
drialen Matrix in die Innenmembran verantwortlich sind.
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Kapitel 5
Zusammenfassung
Die Biogenese von Mitochondrien erfordert den Import von Pra¨proteinen aus dem
Cytosol in die mitochondrialen Subkompartimente. Der TIM23-Komplex der mi-
tochondrialen Innenmembran ist fu¨r die Translokation von Pra¨proteinen u¨ber die
Innenmembran verantwortlich und vermittelt daru¨ber hinaus die Insertion von Pro-
teinen in die Innenmembran. Tim23 weist zwei funktionell unterscheidbare Doma¨nen
auf: Eine N-terminale hydrophile Rezeptordoma¨ne im Intermembranraum und einen
hydrophoben C-terminalen Bereich. Das phylogenetisch verwandte Tim17 ist ein
sehr hydrophobes Protein, welches vier Transmembrandoma¨nen ausbildet, die von
zwei kurzen Enden im Intermembranraum flankiert werden. Die hydrophoben Be-
reiche von Tim17 und Tim23 bilden vermutlich den kanalbildenden Teil der Trans-
lokase.
In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktion von Tim17 bei der Transloka-
tion von Pra¨proteinen u¨ber die Innenmembran untersucht. Es konnte eine kurze
N-terminale Sequenz von 11 Aminosa¨ureresten identifiziert werden, welche fu¨r die
Funktionalita¨t der TIM23-Translokase essentiell ist. Die Deletion dieser Sequenz be-
einflusst die Integrita¨t der bekannten Untereinheiten der TIM23-Translokase nicht,
fu¨hrt jedoch zu einer starken Beeintra¨chtigung der Translokation von Pra¨proteinen
u¨ber die mitochondriale Innenmembran. Durch gezielte Alanin-Punktmutagenese
konnten zwei konservierte Aspartatreste in der Tim17-Sequenz identifiziert wer-
den, welche fu¨r den Translokationsdefekt verantwortlich sind. Die Analyse weite-
rer Mutanten in Tim17 mit einzelnen oder wechselseitig ausgetauschten geladenen
Aminosa¨ureresten im Intermembranraum legen nahe, dass die konservierten nega-
tiven Ladungen in Tim17 mit den positiv geladenen Pra¨sequenzen interagieren und
dadurch die Translokation von Pra¨proteinen durch den TIM23-Komplex regulieren.
Diese Ergebnisse geben einen Einblick in eine Pra¨protein-abha¨ngige Regulation der
TIM23-Translokase u¨ber ein mo¨gliches
”
O¨ffen“ und
”
Schließen“ des Translokations-
kanals via Tim17.
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Die meisten Proteine der mitochondrialen Innenmembran, die als Pra¨proteine
mit mitochondrialen Pra¨sequenzen im Cytosol synthetisiert werden, erreichen die In-
nenmembran auf einem von zwei alternativen Sortierungswegen: Dem
”
Stop-Transfer-
Weg“, auf dem Pra¨proteine wa¨hrend der Translokation durch den TIM23-Komplex
arretiert und lateral in die Innenmembran inseriert werden und dem Weg der
”
Kon-
servativen Sortierung“, auf dem die Proteine u¨ber Intermediate in der mitochondri-
alen Matrix in die Innenmembran inseriert werden. Folglich mu¨ssen diese Proteine
entsprechende Sortierungssignale aufweisen, die entweder die laterale Membraninser-
tion (Stop-Transfer-Proteine) oder die die Translokation in die Matrix (konservativ
sortierte Proteine) durch die TIM23-Translokase vermitteln. Das Sortierungsverhal-
ten von mitochondrialen Innenmembranproteinen mit N-terminalen Pra¨sequenzen,
die zuna¨chst fu¨r die initiale Translokation des N-Terminus der Proteine sorgen, wird
von den Transmembrandoma¨nen bestimmt.
Um den Einfluss der Transmembrandoma¨nen auf den Sortierungsweg zu untersu-
chen, wurden die entsprechenden Doma¨nen von Stop-Transfer sortierten Proteinen
und konservativ sortierten Proteinen wechselseitig ausgetauscht. In den chima¨ren
Proteinen bestimmten jeweils die eingefu¨hrten Transmembrandoma¨nen das Sortie-
rungsverhalten. Eine Untersuchung dieser Transmembrandoma¨nen zeigte zwei sys-
tematische Unterschiede: Transmembrandoma¨nen, die die konservative Sortierung
vermitteln, weisen eine zumeist moderate Hydrophobizita¨t auf und enthalten zu-
meist Prolinreste. Dagegen sind Stop-Transfer vermittelnde Transmembrandoma¨nen
typischerweise sta¨rker hydrophob und frei von Prolinresten. Die Einfu¨hrung von
Prolinresten in die Transmembrandoma¨nen von urspru¨nglich Stop-Transfer sortier-
ten Proteinen fu¨hrte zu deren Translokation in die Matrix. Umgekehrt fu¨hrte die
Mutagenese von Prolinresten in Transmembrandoma¨nen urspru¨nglich konservativ
sortierter Proteine zu deren Arretierung in der Innenmembran.
Die Anwesenheit von Prolinresten in den Transmembrandoma¨nen bestimmt dem-
nach den Sortierungsweg dieser Innenmembranproteine. Zuku¨nftige Studien werden
zeigen, wie diese Sortierungssignale, welche eventuell eine von Prolinresten gebro-
chene hydrophobe Helix darstellen, von der TIM23-Translokase erkannt und ent-
sprechend umgesetzt werden.
Die Bedeutung von Prolinresten in Transmembrandoma¨nen von konservativ sor-
tierten Proteinen konnte durch Mutagenese sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt
werden. Diese Erkenntnis sollte sowohl in Vorhersagen von Proteinsortierungswe-
gen als auch bei der zuku¨nftigen Entwicklung mitochondrialer Proteine fu¨r genthe-
rapeutische Ansa¨tze zur Behandlung mitochondrialer Erkrankungen beru¨cksichtigt
werden.
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